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1L.EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand im Laborbereich der klinischen Forschergruppe
,Respiratorische Insuffizienz“ unter der Betreuung von Prof. Dr. W. Seeger. Die
Untersuchung behandelt die Messung des Vasodilatators Stickstoffmonoxid (NO) an einem
Modell des septischen Lungenversagens.

Vor dem klinischen Hintergrund des ARDS und der bisher nur unvollstindig verstandenen
komplexen pathophysiologischen Zusammenhinge eines septischen Organversagens,
wurden die Mechanismen der Stickstoffmonoxidbildung, und damit der GefdBregulation, an
einem Modell des septischen Lungenversagens untersucht.

Die Arbeit beschreibt und diskutiert Ergebnisse der Anwendung von speziellen
Hemmstoffen der Stickstoffmonoxidsynthasen. Sie gibt Hinweise zum Ablauf der
pathophysiologischen Vorgidnge am LungengefdaBbett, um zukiinftig eine gezieltere

Behandlung des septischen Lungenversagens zu ermoglichen.

1.2. Physiologische Bedeutung von NO

In der praktischen Medizin wurden Nitrate als Stickstoffmonoxid (NO)-liberierende
Medikamente schon lange zur erfolgreichen Behandlung von Erkrankungen wie arteriellem
Hypertonus und koronarer Herzerkrankung eingesetzt, ohne dass der genaue
Wirkmechanismus bekannt war.

Auch in der medizinischen Forschung spielte NO lange Zeit keine Rolle. Es galt als Noxe
aus Verbrennungsvorgingen mit gewisser toxischer Bedeutung als Methdmoglobinbildner.
Die Identifizierung von Stickstoffmonoxid als den bis dahin so genannten (FURCHGOTT
und ZAWADSKI, 1980) korpereigenen Stoff EDRF (endothelium derived relaxing factor),
gelang erst 1987 den Arbeitsgruppen um IGNARRO und PALMER. 1988 wiesen PALMER
et al. und SAKUMA et al. das dazugehorige Enzymsystem im menschlichen Korper nach,
das aus der Guanidinogruppe der Aminosdure L-Arginin mittels des Enzyms NO-Synthase
gasformiges NO freisetzt.

Seither konnten drei verschiedene Isoformen der NO-Synthase in Endothelzellen der

GefiBe, in Blutzellen, in Zellen des zentralen Nervensystems, in Epithelzellen und in glatten
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Muskelzellen nachgewiesen werden (Tab 1.1) (MONCADA et al., 1993, DAVIES et al,,
1995, GASTON et al., 1994).

Die NO-Synthasen endothelialen und neuronalen Ursprungs (eNOS/cNOS bzw. nNOS) sind
permanent vorhanden und werden als konstitutive Synthasen bezeichnet. Unter
physiologischen Bedingungen regulieren diese durch Vasodilatation Blutflul und Blutdruck
(MONCADA et al., 1991). Die Exprimierung der dritten, induzierbaren Synthase (iNOS),
erfolgt erst nach Induktion durch bakterielle Toxine und Zytokine wie Lipopolysaccharide
(LPS), Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a), Interferon y (IFN-Y) und Interleukine (IL-13, IL-
2) (LIU et al., 1993, GRIFFITHS et al., 1995, YOSHIZUMI et al., 1993, THIEMERMANN
etal., 1993, NATHAN et al., 1992, NATHAN et al., 1997).

Tabelle 1.1 Charakterisierung der NOS-Isoformen

Typ1 Typll Typ III
Bezeichnung * nNOS INOS eNOS/cNOS
Expression konstitutiv induzierbar konstitutiv
intrazell. cytosolisch cytosolisch membranstiandig
Lokalisation
Zelltypen Neuronen gl.GefdBmuskulatur ~ Endothelien,
Skelettmuskulatur Endothelien, Endokard Endo-u. Myokard
Monozyten/Makrophg. Thrombozyten
neutrph. Granulozyt.
Ausloser Glutamat LPS, TNF-o ACh, ADP, Druck
INF-y, IL-2, IL-B Histamin, shear stress
Calciumaktivierung + - +
NO-Freisetzung gering hoch (1:1000) gering

*nNOS= neuronale NOS, iNOS= induzierbare NOS, e/cNOS= endotheliale/konstitutive
NOS

Je nach Bildungsort und Bildungsmodus konnten so dem NO nach und nach eine Vielzahl

von physiologischen und pathophysiologischen Funktionen zugeschrieben werden
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(FORSTERMANN et al., 1994), so dass man von einem nahezu ubiquitdren biologischem
Botenstoff sprechen kann (KIRKEBOEN et al., 1999).

So weil man heute, dass NO eine entscheidende Rolle bei der GefidBregulation
(MONCADA et al., 1991), sowie als Neurotransmitter ( GARTHWAITE et al., 1988) spielt.
Des Weiteren werden dem NO Einfliisse auf die Plittchenaggregation und -adhision
(RADOMSKI et al, 1987, AZUMA et al, 1986) und die Funktion als
immunregulatorisches Agens (MONCADA et al., 1993, SZABO et al., 1994, O DONNELL
et al., 1994) zugeschrieben.

Die physiologische Regulation des GefidBtonus der Lunge durch die NO-Produktion der
konstitutiven, endothelialen NOS gilt als gesichert (STAMLER et al., 1994).

Weitere Beispiele fiir die physiologische und pathophysiologische Beteiligung von NO sind
die Regulation des Gefiltonus der Koronarien, Regulation von Peristaltik und Tonus des
Gastrointestinaltraktes, unspezifische Immunabwehr durch Makrophagen und Regulation

der Durchblutung des Corpus cavernosum (MONADA et al., 1991, BURNETT et al., 1995).
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1.2.1 Synthese und Metabolismus

Stickstoffmonoxid entsteht in Anwesenheit von Sauerstoff bei der Umwandlung der
Aminosdure L-Arginin zu L-Citrullin aus dem endstidndigen Stickstoff der Guanidinogruppe
(PALMER et al.,, 1988). Diese Reaktion wird, abhidngig vom Bildungsort, von
verschiedenen Isoformen der Stickstoffmonoxidsynthetase (NOS), einem komplexen
Héamoprotein, katalysiert.

Als Kofaktoren werden zusitzlich Flavinmononucleotid (FMN) und Flavin-Adenin-
Dinucleotid (FAD), als Derivate des Riboflavins (Vit. B;), sowie Tetrahydrobiopterin
(THB) benoétigt (DAVIES et al., 1995).

Die konstitutive NO-Synthase ist Ca®™* und Calmodulin-abhingig. Die NO-Freisetzung
erfolgt nach rezeptorgekoppelter Aktivierung durch Acetylcholin, Bradykinin und Glutamat
fiir die neuronale NOS oder als Antwort auf einen physikalischen Stimulus (shear-stress).
Die NO-Freisetzung erfolgt schnell, kontinuierlich-pulsatil und in kleinen Mengen.

Das NO diffundiert dann zur Zielzelle, beispielsweise von der Endothelzelle zur
benachbarten glatten Muskelzelle. Dort reagiert es mit dem Eisen der Hiamgruppe der
loslichen Guanylatcyclase. Die Guanylatcyclase produziert cyclisches
Guanosinmonophosphat (cGMP). Der intrazellulare Anstieg von cGMP fiihrt iiber die
Aktivierung von Proteinkinase G zu einer Verminderung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration und damit zu einer Relaxation der glatten Muskelzelle (LINCOLN et

al., 1993, HART et al., 1999).

Die iNOS wird dagegen im Endothel nach Kontakt mit bakteriellem Lipopolysaccharid im
Rahmen eines Entziindungsgeschehens oder nach Kontakt mit Zytokinen wie TNF-o, IFN-y
oder IL-2, IL-B exprimiert (LAMAS et al., 1991, HIBBS et al., 1992, LIU et al., 1993,
NATHAN et al., 1994). Dies fiihrt zu einer anhaltenden und 1000-fach héheren NO-
Freisetzung mit Gefid3dilatation und Hypotonie, wie es wihrend des septischen Schocks zu
beobachten ist (SINGH et al., 1997).

Des Weiteren entfaltet das NO eine zytotoxische Wirkung in der Zelle durch die Reaktion
mit Sauerstoffsuperoxid (O;) zu Peroxynitrit (OONO’). Aus diesem geht das oxidative
Schiden hervorrufende Hydroxylradikal (OHe) hervor (BECKMAN et al., 1990, PRYOR et
al., 1995, KOOY et al., 1995).
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Im tibrigen Organismus und beim Anfall kleinerer Mengen wird NO, mit Ausnahme der
Lunge, wo es auch unmittelbar abgeatmet werden kann, zum stabilen Nitrit (NO;) bzw.
Nitrat (NOs’) oxidiert und renal ausgeschieden (SINGH et al., 1997).

Im Blut diffundiert NO in die Erythrozyten und reagiert mit oxigeniertem Hidmoglobin zu
Nitrat und Methdamoglobin:

NO + Hb™*"0, <> NOy + Hb"**

Dies stellt ebenfalls eine Inaktivierung dar und verhindert systemische zirkulatorische
Effekte (FROSTELL et al., 1993).

Im Plasma bindet NO {iber die Bildung von Nitrosothiolen an Serumproteine wie z. B.

Albumin (SIMON et al., 1996).
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1.3. ARDS und Sepsis

Der Begriff des ARDS (acute (adult) respiratory distress syndrome) ist erstmals von
ASHBAUGH und PETTY 1967 verwendet worden. Er beschreibt ein mit schwerer
Lungenschidigung einhergehendes Syndrom mit den Symptomen Zyanose, Dys- und
Tachypnoe ohne Besserung durch Sauerstoffzufuhr, Odembildung, herabgesetzte
Compliance und diffuse bilaterale Infiltrate im Rontgen-Thorax-Bild. Seit den letzten
Konsensuskonferenzen definieren folgende Kriterien ein ARDS (BERNARD et al., 1994,
ABRAHAM et al., 2000):

I. Akutes Auftreten der Erkrankung

II. Verhiltnis arterieller Sauerstoffpartialdruck (PaO,) / inspiratorische Sauerstoff-
konzentration (fraction of inspired oxygen; FiO;) < 200 mm Hg, unabhingig vom
verwendeten positiven endexspiratorischen Druck (positive endexspiratory pressure;
PEEP)

III. bilaterale Infiltrate auf dem Rontgenbild

IV. pulmonalkapilldrer VerschluBdruck (pulmonary capillary wedge pressure; PCWP) < 18

mm Hg oder keine anderen Zeichen einer linksatrialen Hypertension, wenn der PCWP

nicht bestimmt wurde.

Viele Untersuchungen haben zum besseren Verstindnis dieser klinisch-pathologischen
Entitdt beigetragen. Der therapeutische Fortschritt ist jedoch weiterhin gering, und die
Mortalitét betrdgt weiterhin bis zu 60 % fiir das Vollbild eines ARDS (LEVANDOWSKI et
al., 1996).

Ein ARDS kann durch direkte Schidigung des Lungengewebes (Aspiration,
Surfactantmangel, Pneumonie, Kontusion, Inhalationstrauma) enstehen, aber auch sehr oft
sekunddre Ursachen (Schock, Fettembolie, Sepsis, Polytrauma, Hidmolyse, Pankreatitis,
Massentransfusion, Fruchtwasserembolie, anaphylaktische Reaktion, zentrales
Lungenddem) haben (PARSONS et al., 1989, DONNELLY et al., 1994, PITTET et al.,
1997, CONNELLY et al., 1997).
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Die komplexe Pathophysiologie des ARDS ist gekennzeichnet durch eine diffuse
Schidigung des pulmonalen Kapillarbettes, die zu einer gesteigerten Permeabilitit und zur
Ausbildung eines nicht kardial bedingten, interstitiellen und intraalveoldaren Lungenddems
fiihrt (LECHIN et al.,, 1994). Am Ende steht eine fibrosierende und proliferative

Entziindung mit Zerstorung der Alveolarstruktur.

Des Weiteren zeigt sich eine arterielle Hypoxédmie, hervorgerufen durch einen groflen
intrapulmonalen Rechts-Links-Shunt (Qy/Q;), sowie ein erhohter pulmonalarterieller Druck
(PAP). Die Lungencompliance ist stark vermindert.

Im Anfangsstadium zeigt sich in der arteriellen Blutgasanalyse ein erniedrigter
Sauerstoffpartialdruck (PaO,) und Kohlendioxidpartialdruck (PaCO,) als Ausdruck der
Hypoxidmie und hyperventilationsbedingten Hypokapnie. Mit Fortschreiten der Erkrankung
nimmt die Hypoxie zu, und es entsteht schlieBlich eine ausgeprigte Hyperkapnie. Eine
Erhohung der FiO, auf 1, also eine Beatmung mit 100% Sauerstoff, fiihrt nicht zu einer

Erhohung des PaO,.

In der Therapie des ARDS-Patienten galt lange Zeit die maschinelle Beatmung mit hohem
PEEP (positive endexpiratory pressure)-Niveau bis 25 cm H,O, grolem Atemzugsvolumen
(10-15ml/kg KG) und hoher inspiratorischer Sauerstoffkonzentration als Standard.

Heute weil3 man, dass diese Beatmungsform der ARDS-Lunge mehr Schaden als Nutzen
zufiigt.

Seit den Arbeiten von DREYFUSS 1988, LODATO 1990 und AMATO 1998 weifl man,
dass es ein hohes FiO, (= 0,5), grole Atemzugvolumina und hohe Atemwegsspitzendriicke

(peak inspiratory pressure; PIP) zu vermeiden gilt.

Nach neueren Erkenntnissen hat die Beatmungstherapie des ARDS nicht mehr die
Wiederherstellung der Normalwerte fiir PaO,, PaCO, und des arteriellen pH-Wert zum Ziel.
Eine erfolgreiche Behandlung des ARDS ist nur mit einem therapeutischen Gesamtkonzept,
das neben der Behandlung der Grunderkrankung eine druckkontrollierte Beatmung mit
,optimierten® PEEP (STEWART et al., 1998), eine permissive Hyperkapnie (TUXEN et al.,
1994), intermittierende Bauchlagerung des Patienten (BLAIR et al., 1995, PELOSI et al.,
1998) sowie ggf. extrakorporale Gasaustauschverfahren beinhaltet (LEVANDOWSKI et al.,
1996).
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Weiterhin hat sich die inhalative NO-Applikation, zumindest beim nichtseptischen ARDS-
Patienten, zu einem Stiitzpfeiler der Therapie entwickelt. ROSSAINT et al., 1993 und
BIGATELLO et al., 1994, konnten durch eine Inhalation mit NO eine deutliche
Verbesserung der Oxygenierung und Verringerung des mittleren PAP erzielen.

Klinische Studien zur inhalativen NO-Applikation zeigten bei 60 % der Patienten eine
Verbesserung der Oxygenierung , allerdings bei unverinderter Mortalitit (DELLINGER et
al., 1998, 2004).
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1.3.1 Sepsis

Der Begriff der Sepsis beschreibt eine Allgemeininfektion mit schweren dysfunktionellen
Krankheitserscheinungen wie Hypoperfusion und Hypotension, Fieber, Tachykardie,
Tachypnoe und Leukozytose (ABRAHAM et al., 2000), die infolge konstanter oder
periodischer Aussaat von Mikroorganismen oder deren Pathogenititsfaktoren von einem

Herd aus in die Blutbahn auftreten.

Typische Sepsiserreger sind je nach Alter der Patienten Escherichia coli und andere
Enterobacteriacea, Streptokokken, Staphylokokken, = Pseuodomonas  aeruginosa,
Haemophilus influenza, Salmonellen und Bacteroides-Arten. Daneben konnen aber auch
fakultativ pathogene Erreger und sog. gramnegative Problemkeine (Klebsiella, Serratia,
Hafnia, Legionellen und Pilze) im Rahmen einer nosokomialen Infektion eine schwere
Sepsis auslosen.

Sepsisherde finden sich unter anderem in folgenden Korperregionen: Gefille
(Thrombophlebitis, GefidBBkatheter, Venenverweilkaniilen), Haut (Wundinfektionen), Lunge,
Darm, Gallenwege, Urogenitalsystem und HNO-Bereich.

Das klinische Bild ist von hohem, intermittierendem Fieber, Tachykardie, Tachypnoe und
deutlicher Verschlechterung des Allgemeinzustandes gekennzeichnet.

Gefiirchtete Komplikation einer Bakteridimie ist der septisch-toxische Schock mit einer
Mortalititsrate von im Durchschnitt 49% (FRIEDMAN et al., 1998). Dabei konnen ca. 30 %
dieser Fille einer Infektion mit grampositiven Erregern zugeschrieben werden (FRIEDMAN

et al., 1998).

Bei der Proliferation eines lokalen Infektionsfokus kommt es unter bestimmten
Voraussetzungen zur Aussaat der Erreger oder deren Pathogenitétsfaktoren (Toxine). Diese
umfassen die aktiv sezernierten, proteinartigen thermolabilen Exotoxine sowie die
hochmolekularen, thermostabilen Endotoxine, die Teile der zerfallenen zelluldren Substanz
des Mikroorganismus darstellen. Beide fithren zu einer Aktivierung zelluldrer und
humoraler Mechanismen im Sinne einer systemischen inflammatorischen Reaktion.

Bei den zelluldren Mechanismen stehen als Zielzellen Endothelien,

Monozyten/Makrophagen, polymorphonukleédre Granulozyten (PMN), Thrombozyten und
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T-Lymphozyten im Vordergrund. Diese reagieren mit einer sekundédren Freisetzung einer

Vielzahl vasoaktiver und immunmodulierender Mediatoren.

Aus dem komplexen Netzwerk pro- und antiinflammatorisch wirksamer Mediatoren, die je
nach Wirkort und Kombination additiv, synergistisch oder antagonistisch wirksam werden

konnen, seien hier folgende beispielhaft genannt:

Produkte der Cycloxygenase (COX): Aus dem Substrat Arachidonsdure entstehen die
Prostanoide wie Prostaglandin (PG) E,, Prostazyklin (PGI;) sowie Thromboxan (TXA;).
Wihrend Prostazyklin und Prostaglandin E, vasodilatativ wirken, stellt Thromboxan A,
einen bedeutsamen Vasokonstriktor dar. Dies konnte insbesondere auch fiir das dieser
Arbeit zugrunde liegende Organmodell nachgewiesen werden (NEUHOF et al., 1984,
SEEGER et al., 1987)

Produkte der Lipoxygenasen: Ebenfalls als Metaboliten des Arachidonsdurestoffwechsels
entstehen die Leukotriene (LT). Sie sind u. a. Aktivatoren der polymorphonukleédren
Granulozyten (PMN), sowie an Koronararterien und Bronchien konstriktorisch wirksam

(HELLER et al., 1998).

Plittchen-aktivierender Faktor (PAF): PAF ist ein proinflammatorischer Mediator mit
thrombozytenaggregationsfordernder und leukozytenaktivierender Wirkung (HELLER et
al., 1998).

Zytokine: Zytokine sind sezernierte Signalsubstanzen der Immunregulation und zelluldren
Kommunikation. Zu ihnen zdhlen TNF-o, Interferone (IFN), Interleukine (IL) und
Wachstumsfaktoren. Thre  Wirkung erstreckt sich auf die Steuerung der
Antikorperproduktion, Aktivierung von T-Lymphozyten, Makrophagen und Killerzellen.
Die Zytokine TNF-a., IL-1p und INF-y spiclen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des
septischen Schocks. Experimentell konnten durch hohe Dosen von TNF-o oder IL-1p allein
Symptome eines septischen Schocks oder eines ARDS ausgelost werden.

Durch die proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1B und INF-y konnte eine Induktion
der iNOS nachgewiesen werden (LAMAS et al., 1991). Fir TNF-a wird zudem eine
Hemmung der cNOS beschrieben (YOSHIZUMI et al., 1993). Den antiinflammatorischen
IL-4, IL-8, IL-10, IL12 sowie den Wachstumsfaktoren TGF-f (transforming growth-factor)

10
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und PDGF-B (platalet derived growth-factor) wird hingegen ein gegenteiliger Effekt
zugeschrieben (McCALL et al., 1992, CUNHA et al., 1992).

Stickstoffmonoxid: Durch bakterielle Toxine (z. B. Lipopolysaccharid) direkt, oder durch
IL-1 und TNF-0, kommt es zur Transkription der iNOS und damit zu einer zeitverzogerten,
aber anhaltenden und massiven NO-Freisetzung (GELLER et al., 1993, LIU et al., 1993).
Die mit ihrer zytotoxischen Eigenschaft gegen Mikroorganismen gerichtete NO-Freisetzung
verursacht durch ihr hohes AusmaBl Schiden an den Endothelien sowie eine massive
Hypotension. Der Schweregrad der septischen Erkrankung korreliert dabei mit den

Abbauprodukten des NO (Nox, Nitrate) im Serum (EVANS et al., 1993).

11
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1.4. E. coli-Hamolysin und Lipopolysaccharid(LPS)

1.4.1. Lipopolysaccharid (LPS)

In der duBeren Schicht der duBBeren Membran gramnegativer Bakterien ist iiber Lipid A das
Lipopolysaccharid (LPS) verankert. LPS, das auch als Endotoxin bezeichnet wird, stellt
damit einen integralen Bestandteil der duBeren Zellmembran dar. LPS ist ein extrem
potentes Toxin. Eine Aktivierung von Makrophagen erfolgt bereits bei einer Konzentration
von 1 pg/ml (FENTON et al., 1998). Das Polymer LPS besteht aus dem Lipid A, dem
Kernpolysaccharid (Core), sowie der O-spezifischen Kette (o-chain). Die toxische Wirkung
von LPS beruht auf dem Lipid A, die o-Kette ist fiir die Antigenitit entscheidend
(GALANGOS et al., 1977, GALANOS et al., 1979, RAETZ et al., 1990, RIETSCHEL et al.,
1992).

| Polysaccharide — Phospholipid —

Abb. 1.4. LPS-Polymer

Im Plasma wird LPS an das Lipoprotein-bindende Protein (LBP) gebunden. Hierbei handelt
es sich um ein akute-Phase-Protein mit entscheidender Bedeutung bei der Abwehr eines
septischen Geschehens (TOBIAS et al., 1986, MATHISON et al., 1992, SCHUMANN et
al., 1999). LBP, ein Protein von 65-kDa, liegt im Plasma iiblicherweise in Konzentrationen

von 2-20 pg/ml vor (GALLAY et al., 1994).

12
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Im Rahmen einer Sepsis oder eines ARDS kommt es zu einem deutlichen Anstieg des LBP
mit Plasmakonzentrationen bis 100 pug/ml. Hauptbildungsort ist die Leber, jedoch auch die
Lunge. So konnte in der bronchoalveoldren Lavage von ARDS-Patienten ein 64-facher
LBP-Gehalt im Vergleich zum Gesunden festgestellt werden (MARTIN et al., 1997).

Die Bindung von LPS an LBP kann einerseits eine Neutralisation bewirken (SKARNES et
al., 1966, SKARNES et al., 1968, WURFEL et al., 1994), andererseits fiihrt der Komplex
aus LBP wund LPS zu einer deutlich beschleunigten Bindung an zelluldre
Oberflichenrezeptoren wie CD 14 oder CD 11/18 (B-2 Leukozyten-Integrin) von
Monozyten, Makrophagen oder Granulozyten und steigert so den Aktivierungsgrad dieser
Zellen (MATHISON et al., 1992, WRIGHT et al., 1990, HAILMAN et al., 1994). Dieser

sensitivierende Effekt wird vereinfachend auch als ,,Priming* bezeichnet.

Wie durch die Arbeiten von WRIGHT et al. 1990, KIRKLAND et al. 1993, PUGIN et al.
1993 und HAZIOT et al. 1995 und 1996 gezeigt werden konnte, spielt der
Glykoproteinrezeptor CD14 eine entscheidende Rolle im Kontakt der immunkompetenten
Zelle mit dem bakteriellen Endotoxin. Jedoch besitzt CD 14 keine membraniiberspannende
Struktur, um den ,Kontakt“ an das Zellinnere zu vermitteln (SCHUTT et al., 1999,
FENTON et al., 1998).

Nach neuesten Erkenntnissen erfolgt dies iiber den Signalweg der so genannten Toll-like-
receptors (TLR). Der Typ dieses transmembranen Rezeptors wurde erstmals fiir die
Drosophila-Fliege beschrieben (HASHIMOTO et al., 1988). Bei diesen Lebewesen, die
ohne ein adaptatives Immunsystem auskommen, bewirkt eine Aktivierung der TLR im
Rahmen einer Infektion die Genexpression fiir antimikrobielle Peptide (HOFFMANN et al.,
1992, LEMAITRE et al., 1996). Der Nachweis eines homologen Rezeptors beim Menschen
gelang 1997 MEDZHITOV und JANEWAY. Bis heute konnten insgesamt zehn
verschiedene TLR beim Menschen identifiziert werden (ULEVITCH et al., 2001). Fiir die
Interaktion mit LPS, bzw. einem Komplex aus LBP-LPS/CD14 spielen TLR2 und TLR4
eine zentrale Rolle (KIRSHNING et al., 1998, HOSHINO et al., 1999, UNDERHILL et al.,
1999).

Vom zytosolischen Ende des TLR erfolgt die Aktivierung einer Proteinkinasenkaskade, die
z. B. im menschlichen Monozyten in die Genexpression fiir verschiedene inflammatorische
Mediatoren iiber Aktivierung der Transskriptionsfaktoren NF-xB (p50/p65) und AP-1 (c-
Fos/c-Jun) (IkB kinase [IKK]-NF-kB pathway, mitogen-activated protein kinase [MAPK]

13




1L.EINLEITUNG

pathway) miindet (ZHANG et al., 2000, GUHA et al.,, 2001 , MEANS et al., 2000,
ULEVITCH et al., 2001).
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1.4.2 E. coli-Hamolysin

Zahlreiche Bakterienspezies sind in der Lage, proteinerge, thermolabile Exotoxine zu
synthetisieren. Diese Exotoxine schiddigen eukaryonte Zellen und stellen damit einen
wesentlichen Virulenzfaktor dieser Bakterien dar (CAVALIERI et al., 1984). Zu ihnen
gehort auch das Escherichia coli a-Hidmolysin (HlyA), das bei iiber 50% bakterieller
extraintestinaler Infektionen mit diesem Erreger gefunden wird (WELCH et al., 1981).
Seinen Namen verdankt es der zuerst erkannten Eigenschaft, die Zellmembran von

Erythrozyten zu zerstoren (BHAKDI und TRANUM-Jensen, 1987).

Die proteinerge Struktur dieses Toxins mit einem Molekulargewicht von 107 kD ist bekannt
und seine experimentelle Verwendung als pathogener Faktor etabliert (MACMAN et al.,
1984, MACMAN et al., 1986; WELCH et al., 1981, WELCH et al., 1984; SEEGER et al.,
1988, SEEGER et al., 1991).

Beim Auftreffen auf die Zellmembran von Leukozyten, Erythrozyten und Endothelzellen
betten sich die Toxinmonomere in die Lipiddoppelschicht ein. Aus einer Porenbildung
(Porendurchmesser 1-2 Nanometer) resultiert eine Membranpermeabilisierung der Zielzelle
(BHAKDI et al., 1988, MENESTRINA et al., 1987). Diese transmembrandse Porenbildung
zerstort das Milieu der Zelle durch Elektrolytverschiebungen und durch eine intrazellulédre

ATP-Verarmung, was schlieBlich zu Lyse und Zelluntergang fiihrt.

Fir das E. coli-Hdamolysin ist in subzytolytischen Konzentrationen aber auch eine
Aktivierung von Endothelzellen und Leukozyten iiber bekannte Mediatorsysteme
beschrieben worden. Endothelzellen wie auch PMN beantworten eine Aktivierung durch
dieses Exotoxin mit einer deutlichen Freisetzung Arachidonsidure-abhingiger
Cyclooxygenase- und Lipoxygenase-produkte wie Leukotriene (LT A4), PAF und
Prostaglandin I, (GRIMMINGER et al., 1990, GRIMMINGER et al., 1991).

An dem dieser Arbeit zugrunde liegenden Modell der isolierten Kaninchenlunge induziert
HlyA bereits in subhd@molytischen Konzentrationen einen arteriellen Druckanstieg mit
mikrovaskuldrer Schrankenstorung und Ausbildung eines massiven Odems (SEEGER et

al., 1989) .
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1.5. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde das ,,Zusammenspiel* von bakteriellem Endotoxin und
bakteriellem Exotoxin auf die NO-Bildung und damit die GefidBregulation an einem Modell
der isolierten Kaninchenlunge untersucht. Damit wurden Aspekte eines septischen
Organversagens simuliert. Die Effekte einer sequenziellen Endo- und Exotoxin-Gabe auf
die vasokonstriktorisch-vasodilatatorische ~Balance der Lungengefifbahn wurden
untersucht. Durch Verwendung eines selektiven iNOS-Inhibitoren und der on-line Messung
der exhalativen und intravasalen NO-Freisetzung wurde versucht, den Anteil der NO-

Freisetzung durch bakterielles Endotoxin bzw. Exotoxin zu demaskieren.

Vor diesem Hintergrund wurden insbesondere folgende Fragestellungen bearbeitet:

a.) Welchen Einfluss iibt Lipopolysaccharid auf die NO-Freisetzung in der isolierten

Kaninchenlunge aus?

b.) Gibt es eine synergistische NO-Bildung nach Vorbehandlung mit LPS und
Stimulation mit HlyA ?

c.) Welchen Einflufl besitzen Glukokortikoide in diesem Zusammenhang auf die NO-

Freisetzung?

d.) Wie beeinfluflt ein selektiver iNOS-Inhibitor die LPS-induzierte NO-Freisetzung
bzw. die HlyA verursachte NO-Synthese?

e.) Welche Veridnderungen verursacht Endotoxin im pulmonalen Gefalsystem und

ergeben sich daraus Konsequenzen fiir die Therapie ?

16
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2. Grundlagen und MeBprinzipien

2.1. Physikalische und chemische Eigenschaften von NO

Stickstoffmonoxid ist ein farbloses, monomeres, paramagnetisches Gas mit
niedrigem Schmelz- und Siedepunkt. Es ist thermodynamisch instabil und zerféllt bei
Temperaturen von 1100-1200 °C in die Elemente. Biologisch bedeutsam ist die
extreme Lipophilie. Es diffundiert daher leicht, dem Konzentrationsgradienten

folgend, durch biologische Membranen.

Tab. 2-2 Einige physikalische Eigenschaften von NO

Schmelzpunkt (°C) -163,6 Elektr. Dipolmoment ( 107" Cm) 0,53
Siedepunkt (°C) -151,8 Molare magnet. Suszeptibilitit 1461,0
1,0060

Abstand N-O (pm) 115 (bei 20 °C, 1 atm)
Loslichkeit in H,O bei 20 °C 4,6 Tonisierungsenergie (kJ mol ™) 890,6
(in ml/100 ml) bei 60 °C 2,37 Ionisierungsenergie (eV) 9,23

Die Darstellung von NO in einer chemischen Reaktionsgleichung erfolgt aus
molekularem Stickstoff und Sauerstoff in einer stark endothermen Reaktion bei sehr

hohen Temperaturen (> 3000 K):

180,7 kJ + N, + 0, &~ 2 NO
(2-4)

In Luft reagiert NO rasch mit molekularem Sauerstoff zu braunem NO, gemil} der

Reaktion:

2NO + Oy <> 2NO, + 114,0kJ
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2. GRUNDLAGEN UND MEBPRINZIPIEN

(2-5)

Die Oxidation ist insofern ungewohnlich, als sie einer Kinetik dritter Ordnung
(k-[NO]z[Oz]) gehorcht und einen negativen Temperaturkoeffizienten besitzt, d. h.,

sie wird mit zunehmender Temperatur langsamer.

In sauerstofthaltigen, wissrigen Losungen wird NO nach den folgenden
Reaktionssequenzen 1. und II. zu seinen stabilen Endprodukten NO, (Nitrit) und

NO;  (Nitrat) oxidiert (MARLETTA et al., 1988, GASTON et al., 1994):

L. 2NO + 0, © 2 NO,
(2-6a)

2 NO, < N,O4
(2-6b)

N,Os + HO < HNO, + HNO:;
(2-6¢)

HNO; “ NO,~ + H"
(2-6d)

HNO;3 “ NOs5~ + H"
(2-6e)
IL. NO + NO, ¢« N,O3
(2-7a)

N,O; + H,O < 2 HNO,
(2-7b)

HNO; < NO,~ + H"
(2-7¢)

Die Halbwertszeit von NO in normoxischer Pufferlosung ist abhiingig von der NO-
Konzentration und liegt fiir 0,1 bzw. 1 uM bei 50 bis 500 Sekunden. In Anwesenheit
von Sauerstoffsuperoxid (O, ) reagiert NO jedoch schnell (k = 10° M! s_l) zum
Peroxynitrit-Anion (OONO™), welches entweder zu Nitrat isomerisiert oder nach
Protonisierung in NO,- und OH- zerfillt, die fiir die Toxizitit von NO

mitverantwortlich sind (BLOUGH et al., 1985, SARAN et al., 1990) und in der Lunge
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das Bild eines akuten Lungenversagens hervorrufen kénnen (HADDAD et al., 1994,
KOOY et al., 1995).

II1. NO + O, <« OONO < 5 OONOH ¢ NO;- + OH-
(2-8)

Biologisch von Bedeutung ist ferner die Komplexbildung von NO mit metallhaltigen
Proteinen, wie Hamoglobin (Bildung von Methidmoglobin) oder Enzymen der
mitichondrialen ~ Atmungskette, oder DNA  -synthetisierenden = Enzymen
verschiedener Mikroorganismen (McCLEVERTY et al., 1979; STAMLER et al.,
1992). Durch die Bindung der Metallokomplexe wird das allosterische Verhalten der
Enzyme, die biologische Verfiigbarkeit von NO sowie dessen Oxidationszustand
durch Nitrosylierung veridndert.

Die Nitrosierung biologisch relevanter nukleophiler Zentren (N, S, C und O) durch NO*
fiihrt zur Bildung von Metall-Nitrosyl-Komplexen, Alkyl- und Aryl-Nitriten (RO-NO),
Nitrosaminen (RNH-NO) sowie von S-Nitrosothiolen (RS-NO). Diese konnen als
biologisch stabile Transportform des NO angesehen werden, erfiillen jedoch auch selbst
physiologische Funktionen wie die Regulation der Gefidlweite und die Aktivierung von
Enzymsystemen. Nitrosamine spielen insbesondere im Zusammenhang mit der

Cancerogenese eine entscheidende Rolle (WINK et al., 1991, NGUYEN et al., 1992)
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2.2, Prinzipien der NO-Messung (Chemilumineszenz)

Bei dem dieser Arbeit zugrunde liegendem Versuchsaufbau wurde die kontinuierliche
(on-line) Messung des freigesetzten NO realisiert.

Im  intravaskuldren = Kompartiment gelang dies mittels Reduktion der
Oxidationsendprodukte des NO (Nitrit, Nitrat und Peroxynitrit; zusammenfassend auch
als NOyx  bezeichnet) durch  Vanadium(Ill)-chlorid und  anschlieBende
chemiluminometrische Detektion (SPRIESTERSBACH et al., 1995). Das in das alveolire
Kompartiment freigesetzte NO konnte direkt dem Chemilumineszenzdetektor zugefiihrt

werden (GESSLER 1997).

2.2.1. Chemilumineszenz

Die Emission von Photonen aus einem elektronisch angeregten Zustand, der durch eine

chemische Reaktion erzeugt wurde, nennt man Chemilumineszenz.

Die Chemilumineszenz kann als Umkehrung einer photochemischen Reaktion verstanden
werden. Von einem energiereichen Ausgangsstoff kann nach Uberwindung einer
entsprechenden Aktivierungsenergie die Potentialfliche eines angeregten Zustandes
erreicht werden, von wo aus durch Emission die Anregungsenergie abgegeben und die
Grundzustandspotentialflache erreicht wird.

Bei der Reaktion wird dabei mehr Energie frei, als fiir die Anregung des elektrischen
Zustands benotigt wird (AHa: Aktivierungsenergie, AHg: Reaktionsenergie, AEgx:

Energie fiir elektronische Anregung):

AHp - AHg 2 AEgx

Die Chemilumineszenzreaktion von NO mit Ozon eignet sich in besonderem Maf3e fiir
die quantitative Bestimmung von gasformigen NO, da diese auBerordentlich gute
Lineraritit, Sensitivitédt bis in den ppt -Bereich (v/v) sowie inhdrente Spezifitit aufweist.
Dabei werden Photonen im langwelligen sichtbaren Spektrum (ab 600 nm) und im
Infrarotbereich emittiert.

Die Intensitidt der Chemilumineszenz, d. h. der Photonenfluss, 148t sich zur quantitativen
Bestimmung von NO nutzen.

Bei konstanten Reaktionsbedingungen, bezogen auf Volumen und Druck der
Reaktionskammer, Temperatur und MeBgasflul sowie bei Uberschuss von Ozon, ist die

beobachtbare Photonenemission proportional zur Konzentration des NO .
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Abb. 2.1. Aufbau des Chemilumineszenzdetektors

2.2.2. Messprinzip zur Erfassung oxidativer Endprodukte des NO

In sauerstoffhaltigen Fliissigkeiten ist NO chemisch instabil und unterliegt rascher
Oxidation. Stabile Endprodukte dieses Reaktionsweges sind Peroxynitrit (ONNO"), Nitrit
(NO;) und Nitrat (NO3’). Diese Endprodukte werden zusammengefasst auch als NOx
bezeichnet.

Zur kontinuierlichen Erfassung dieser Oxidationsendprodukte wird von COX (1980)
sowie von BRAMAN et al. (1989) eine Methode beschrieben, bei der NOx durch ein
starkes Reduktionsmittel quantitativ zu NO reduziert und anschlieBend mittels
Chemilumineszenz detektiert wird.

Das von BRAMAN et al. als Reduktionsmittel eingesetzte V(III) besitzt gegeniiber den
von COX untersuchten Reagenzien (Fe(Il), Mo(VI) und Ti(Ill)) einige substantielle
Vorteile.
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So reagiert V(III) erheblich schneller als Fe(II) und kann bei weit niedrigerer Sdurestéirke
der Reaktionslosung eingesetzt werden. AuBlerdem konnen groflere Mengen an
Probelosung gemessen werden, da V(III) im Gegensatz zu Fe(II) nicht laufend erneuert
werden muss, sondern Nitrit, Nitrat und Peroxynitrit auch in niedriger Konzentration
quantitativ zu NO reduziert. Stirkere Reduktionsmittel, wie Ti(IIl) oder Cr(Il), setzen
Nitrite und Nitrate zum Ammonium-Ion um, welches der Detektion durch
Chemilumineszenz entgeht (LINGANE et al., 1949, CRESSER et al., 1977).

Damit sind wesentliche Vorrausetzungen gegeben, um das MeBlsystem an die on-line-
Messung von NO-Oxidationsprodukten in Fliissigkeiten (SPRIESTERSBACH et al.,
1995) zu adaptieren.

Der Versuchsaufbau ist schematisch in Abb. (2.2.) dargestellt. In der Reaktionskammer
kommt es bei einer Temperatur von ca. 85 °C in Anwesenheit von V(III) und

konzentrierter Salzsdure (0,1 M VCls in 2 M HCI) zu folgenden Redoxreaktionen:

NO; +4H" +3¢ <> NO+2H,0 E°=+0,96V

NO, +2H"+1¢€¢ < NO +H,0O E°=+1,00 V
ONOO +H" < ONOOH <« HOe + NO, (RADI et al., 1993)
HOe® + NO, < NO; +H" ( BECKMAN et al., 1990)

und weiter wie unter 1. in Kapitel 2.1.

Elektronendonator ist jeweils das Reduktionsmittel V(III), das dadurch in eine hohere
Oxidationsstufe iibergeht.

Die Reduktion erfolgt in der beheizbaren Reaktionskammer, in deren Boden eine
Gasfritte eingelassen ist. Durch die Fritte wird das inerte Tridgergas N, in die
Reaktionskammer geleitet. Das entstehende NO wird durch einen Jacket-Kiihler und eine
Kiihlfalle zur Kondensation des Wasserdampfes sowie entweichender Salzsdure zum
Chemilumineszenzdetektor transportiert. Die Perfusatprobe (600 upl/min) wird der

Reaktionskammer mittels einer Rollerpumpe durch eine diinne Teflonkapillare zugefiihrt.

Gleichzeitig wird durch eine zweite Kapillare kontinuierlich Reaktionslosung
entnommen, um ein Uberlaufen der Kammer zu verhindern.
Das Volumen der Reaktionskammer von 150 ml ermoglicht eine lange Versuchsdauer,

ohne dass die Notwendigkeit zur Erneuerung der VCls-Losung besteht.
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Die Kalibrierung der MeBanordnung wird vor dem Versuch mit Standards bekannter

Nitrat- bzw. Nitritkonzentrationen durchgefiihrt (GESSLER 1997).

GAS SUPPLY

FORCE
l “CORDBR] I TRANSDUCER

VENTILATOR
PRESSURE - - CHEMILUMINESCENCE
TRANSDUCER DETECTOR
[ , —
PERISTALTIC
PUMP
—
1 CONDENSOR
REMOVAL OF
EXCESS FLUID ACIDIC VAPOR
TRAP
PRESSURE _| _
TRANSDUCER
CHEMILUMINESCENCE
l l DETECTCR
PERFUSATE RESERVOIR
RECORDER
I GAS WASHING
OXYGEN~FREE BOTTLE
NITROGEN SUPPLY

Abb. 2.2. Versuchsanordnung zur Messung des NO (Stickstoffmonoxid)
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3. Material und Methoden

3.1. Material und Geriite fiir das Modell der isolierten Lunge

3.1.1 2-(2-Aminoethyl)-2-thiopseudoureadihydrobromid (AETU)
[synon. S-(2-Aminoethyl)isothiourea(dihydrobromid)]

Die Erkenntnis, dass viele pathologische Zustinde mit einer NO-Uberproduktion
einhergehen, fiihrte zur Entwicklung einer gro3en Zahl an chemischen Verbindungen mit
der Funktion einer NOS Inhibition. Diese Verbindungen fungieren als biologische
Werkzeuge in Untersuchungen und Experimenten zur Aufklirung der physiologischen
und pathophysiologischen =~ Wirkungs-weise des NO, bzw. als ein potentielles

pharmakologisches Agens zu ,, Therapie* dieser Pathologien.

Die Inhibitoren der katalytischen Aktivitit der NOS konnen anhand ihres Angriffspunktes
grob unterschieden werden. Auflerdem werden zwei weitere Gruppen grundsitzlich
unterschieden, und zwar die aminosidurebasierenden Inhibitoren und nicht-
aminosdurebasierenden Inhibitoren. Die Erstgenannten werden unterschieden in die L-
Arginin-Analoga, die rotationsbeschrinkten Arginin-Analoga sowie die Dipeptide.

Die Gruppe der nicht-aminosdurebasierenden Inhibitoren unterscheidet sich wiederum in
die Amidinverbindungen wie Guanidine, Isothioureas und Amidine, sowie in die
heterozyklischen Verbindungen wie Indazole, Imidazole und Tetrahydrobiopterin-

Analoga (SALERNO et al., 2002).

Die in friihen Arbeiten verwendeten Inhibitoren wie z.b. N-methyl-L-arginin (L-NMA)
oder N-nitro-L-arginin (L-NNA) besalen keine Selektivitit beziiglich der einzelnen
NOS-Isoenzyme. Dies hat sich jedoch mit der Entwicklung neuer Inhibitoren in den
vergangenen Jahren geindert so dass nun verschiedene Verbindungen mit ausgeprigter

NOS-Isoformenselektivitit zur Verfiigung stehen.
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In der vorliegenden Arbeit fand die oben genannte und im weiteren mit AETU abgekiirzte
Verbindung Anwendung als diagnostisches Werkzeug. AETU stellt einen selektiven
Inhibitor der iNOS dar. Die angegebenen ICso-Werte fiir iNOS betragen zwischen 0,59
uM, 8 uM und14 pM je nach Zelltyp (GARVEY et al., 1994, WEI et al., 1998).

AETU hat die chemische Formel C;HoN3;S®2HBr, das Molekulargewicht betrigt 281.0,
der Schmelzpunkt liegt bei ca. 190°C.

AETU gehort zur Gruppe der Isothioureas (S), die zusammen mit den Guanidinen (N) zur
Gruppe der Amidinverbindungen gerechnet werden. In dieser Substanzgruppe ist ein
Carbamidincarbon mit einem Stickstoffatom (Guanidine), einem Schwefelatom
(Isothioureas) oder einem weiteren Kohlenstoff (sog. einfache Amidine) verbunden.

Bei der Verwendung als Inhibitoren der NOS sind diese Substanzen grundsitzlich von
den Aminosdureanaloga abzugrenzen.

Die Isothioureas stellen hochseletive Inhibitoren der iNOS-Aktivitit dar (GARVEY et al.,
1994). AETU hemmt die Translation (t-RNA-Blockade) und fiihrt zur schnellen
Degradation des iNOS-Proteins (RUETTEN et al., 1996, WIE et al., 1998). Die
inhibitorische Wirkung von AETU ist 30-100 fach potenter als die von Argininanaloga (
N-Methylarginin, N-Nitroarginin u.a. ) oder von Aminoguanidin.

Die klinische Verwendbarkeit der Isothiourea-Verbindungen zeigte sich durch die
schlechte Zellpenetration und die systemische Toxizitdt beeintrachtigt (TRACEY et al.,
1995). Eine Verbesserung in dieser Hinsicht brachte die Entwicklung der
Aminoalkylisothioureas wie u. a. AETU (SOUTHAN et al., 1996).
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3.1.2. Gase, Chemikalien und Pharmaka

2-(2-Aminoethyl)-2-thiopseudoureadihydrobromid (AETU), Calbiochem (Bad Soden)
NE- monomethyl-L-arginin (L-NMMA), Calbiochem (Bad Soden)

LPS (Lipopolysaccharid) von Salmonella abortuus equii; freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Prof. C. Galanos, MPI f. Immunologie (Freiburg)

E. coli-Himolysin, vorbereitet und bereitgestellt von S. Bhakdi, Universitiat Mainz.
Aqua destillata, B Braun (Melsungen)

BM 13.505 (Daltroban) Boehringer-Mannheim (Mannheim)

Ketanest® 50 (50 mg/ml), Parke-Davis (Berlin)

Kohlendioxid 4,5, Messer-Griesheim (Siegen)

Krebs-Henseleit-Puffer, Serag Wiessner AG (Naila)

L-Argininhydrochlorid 1-M Pfrimmer, Pharmacia GmbH (Erlangen)

Liquemin® N 25.000 (5.000 LE./ml Na-Heparin), Hoffman La Roche AG (Grenzach-
Wyhlen)

Natriumchlorid-Spiillésung (NaCl 0,9 %), B Braun (Melsungen)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 8,4, B Braun (Melsungen)

Sauerstoff 4.5, Messer-Griesheim (Siegen)

Sauerstoff 5.0, Messer-Griesheim (Siegen)

Stickstoffmonoxid 800 ppm und 1600 ppm, Messer-Griesheim (Siegen)

Rompun® 2%, Bayer AG (Leverkusen)

Xylocain® 2%, Astra Chemicals (Wedel)
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3.1.3. Geriite

Adapter Combifix®, B Braun (Melsungen)

AD/DA-Wandlerkarte, Decision

Beatmungspumpe 6025, Hugo Sachs Elektronik (March-Hugstetten)
Druckaufnehmer Combitrans®, B Braun (Melsungen)

Edelstahlrohre VSR 80 (Innendurchmesser 2,06 und 4 mm), Oststeinbek
Frigomix® U, B Braun (Melsungen)

GasdurchfluBmesser SNAP-IN 10A6132/42, Bailey-Fischer& Porter (Gottingen)
Gasmischanlage KM 60-4 ME SO, Witt (Witten)

Grafik- und Datenerfassungsprogramm Labtech Notebook Pro, © 1994 Laboratory
Technologies Corp. (Wilmington, USA)

Infusionspumpe IVAC 531-1, Ivac Infusion Pump Inc. (San Diego, USA)
Kugelhihne 2-Wege (SS-43S6MM) und 3-Wege (SS-43XSS6M), B.E.S.T. (Frankfurt)
Mehrfachschreiber Servomed, Hellige (Freiburg)

Pall-Filter SQ40S, Pall (Dreieich)

pH-Elektrode Inlab® 418, Mettler-Toledo (Steinbach)

pH-Meter Delta® 345, Mettler-Toledo (Steinbach)

Rollerpumpe Masterflex™ 7518-10, Masterflex Inc. (Barrington,USA)
Thermomix® B, B Braun (Melsungen)

Thermomix® UB, B Braun (Melsungen)

Ultraschall-FluBmesser T101, Transonic System Inc. (Ithaka, USA)

Wigezelle U1-G, Hottinger Baldwin MeBtechnik (Langen)

27




3. MATERIAL UND METHODEN

3.2. Material und Geriite fiir die Chemilumineszenzmessung

3.2.1. Materialien

Aktivkohle, Fluka AG (Bern, Schweiz)

Aqua destillata, B Braun (Melsungen)

GlasgefiB beheizbar (150 ml) mit Glasfritte (PorengréBe 3), Kalensee (Giellen)
Glaskolben 2-halsig, Kalensee (Gie3en)

Jacket Intensivkiihler, Kalensee (Gief3en)

Kiihlfalle (100 ml), Kalensee (GieB3en)

Natriumnitrat (NaNO3) pro analysi, Merck (Darmstadt)

Natriumnitrit (NaNO?) pro analysi, Merck (Darmstadt)

Pumpenschliduche Tygon (Innendurchmesser 0,95 und 2,06 mm), Kalensee (Gieflen)
Salzsdure 37% pro analysi, Merck (Darmstadt)

Sauerstoff 4.5, Messer-Griesheim (Siegen)

Stickstoff 5.0, Messer-Griesheim (Siegen)

Stickstoffmonoxid 109 ppb und 800 ppm, Messer-Griesheim (Siegen)
Teflonfilter

Vanadium(III)-Chlorid, Merck (Darmstadt)

3.2.2. Gerite

Chemilumineszenzdetektor UPK 3100, UPM (Langgons)
Infusionsrollerpumpe ISMATEC IP 12 SA 8031, Ismatec (Ziirich, Schweiz)
Injektomat, Ismatec (Ziirich, Schweiz)

Membran-Vakuumpumpe S/N 103473, UPM (Langgons)
Mikrometer-Ventil, Messer-Griesheim (Siegen)

Thermomix® BU, B Braun (Melsungen)

Umwilzpumpe Little Giant™, Little Giant Pump Co. (Oklahoma City, USA)
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.3. Modell der isolierten Lunge

3.3.1. Einfiihrung

Das Modell der isolierten Lunge wurde bereits 1912 von KNOWLTON und STARLING
beschrieben. In unserem Laborbereich ist das Modell der isoliert ventilierten und
perfundierten Kaninchenlunge schon seit Jahren etabliert. Mit leichten Modifikationen an
die jeweilige Fragestellung bietet das Modell der isolierten Lunge als blutfrei
perfundiertes, ventiliertes und isoliertes Organ ein von zentralnervdsen, humoralen und
metabolischen Einfliissen des Gesamtorganismus unabhidngiges experimentelles System
(SEEGER et al., 1994).

Mit dem Modell konnen komplexe biochemische Interaktionen, physiologische und
biophysikalische Parameter, sowie gezielt induzierte pathologische Zustinde untersucht
werden (SEEGER et al., 1994).

Es ermoglicht neben der kontinuierlichen Mef3datenerfassung des pulmonalarteriellen und
pulmonalvendsen Druckes, des Beatmungsdrucks und des Lungengewichtes, die
Entnahme von Proben aus der Exspirationsluft und aus dem zirkulierenden Perfusat zur

chemischen und biochemischen Analyse.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.3.2. Versuchsaufbau
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Abb. 3-3 Schematische Darstellung des Modells der isolierten Kanninchenlunge sowie des
Einbaus der NO-MefBanalytik (Erkldrung siehe Text)




3. MATERIAL UND METHODEN

Bei dem verwendeten Versuchsaufbau werden die Lungen in einer feuchten Kammer an
einer Wigezelle (Hottinger Baldwin MeBtechnik, Darmstadt) frei aufgehidngt. Die
Perfusion erfolgt flusskonstant mittels Schlauch-Rollerpumpe (Cole-Palmer,USA) bei
pulsierendem Flow.

In den geschlossenen Perfusionskreislauf konnen alternierend zwei Vorratsbehilter mit je
300 ml Volumen iiber Dreiwegehidhne eingeschaltet werden. Das gesamte
Perfusionssystem wird nach mehreren Spiilvorgidngen luftblasenfrei gefiillt. Um arterielle
Embolien sicher zu verhindern, passiert das Perfusat zudem nach der Rollerpumpe einen
Pall-Filter (Porengrofe 40 um) und eine Blasenfalle. Nach Passage der Lunge fliet das
Perfusat iiber einen in der linken Herzkammer fixierten Schlauch und eine leiterformige
Kaskade zuriick zum Vorratsbehilter. Durch das Abklemmen einzelner Sprossen der
Kaskade ist es moglich, den hydrostatischen Druck auf das vendse pulmonale
Gefdlsystem zwischen 0 und 10 cm Wassersdule (Bezugspunkt Lungenhilus) zu
variieren. Der arterielle Katheter zur Druckmessung wird bis in die Pulmonalarterie
vorgeschoben, der venose Katheter unmittelbar am Lungenausgang fixiert.

Die Vorratsbehilter und die die Lunge umgebende Kammer waren aus doppelwandigem
Glas hergestellt. Durch Spiilung mit gekiihltem oder erwidrmtem Wasser konnte die
Temperatur des Perfusats und der Kammerluft durch eine Pumpe mit Heiz- und

Kiihleinrichtung (Thermomix® UB, Frigomix® UB) eingestellt werden.

Die Perfusion erfolgte mit sterilem Krebs-Henseleit-Puffer (Serag-Wiessner AG) mit

folgender Zusammensetzung:

NaCl 1,32 mM
KCl 4,39 mM
CaCl 2,37 mM
MgCl 1,33 mM
Glucose 15,30 mM

Durch Zugabe von NaHCO3 (Elektrolytkonzentrat 8,4 BRAUN) wurde ein pH-Wert von

7,32 - 7,40 in der rezirkulierenden Pufferlésung (Messung direkt nach dem Austritt aus

dem linken Ventrikel) eingestellt.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Die verwendeten Lungen zeigten alle eine weille, homogene Oberfliche. Zeichen einer

Himostase, Atelektase oder Odembildung lagen nicht vor.

Die Perfusion erfolgte initial mit einem Fluss von 10 ml/min bei einer Temperatur von
4°C. Nach langsamer Steigerung des Flusses und der Temperatur auf eine maximale
Perfusionsgeschwindigkeit von 100 ml/min, bzw. einer physiologischen Temperatur von
37,8 °C, blieb die isolierte Lunge fiir zundchst 30 min vor Versuchsbeginn vollig

gewichts- und druckstabil (steady-state -Phase).

Die Beatmung der Lunge erfolgte durch eine Beatmungspumpe (V, Cat/Rabbit Ventilator

6025, Hugo Sachs Elektronik). Die Ventilationsparameter wihrend des Versuches waren:

Atemzugvolumen: 30 ml
Atemfrequenz: 30 min”

Endexspiratorischer Druck: 1 mm Hg

Die Atemgasspeisung der Pumpe bestand zunichst aus Raumluft (bis zur Unterbrechung
des Blutflusses durch die Lunge) und erfolgte dann mit einem durch eine Gasmischanlage
(KM 60-4 ME SO, WITT) variierbaren Gasgemisch. Dieses konnte in einem Bereich von
0-25 % fiir O, 0-25% ftiir CO, und jeweils 0-100 % fiir N, bzw. NO verédndert werden.

Nach Beendigung des Versuches erfolgte eine mechanische und chemische Reinigung des

Schlauchsystems und eine anschlieBende Sterilisation mit Formaldehyd. Die

Vorratsbehélter wurden durch Hitze (200 °C) iiber 4 Stunden sterilisiert.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.3.3. Priparation der isolierten Lunge

Die Priparation der Lunge gliederte sich in Narkoseeinleitung, Tracheotomie,
Narkosevertiefung und Lungenpréparation.
Verwendet wurden Tiere beiderlei Geschlechts der Rasse New Zealand White Bastard mit

einem Korpergewicht zwischen 2,3 und 2,9 kg.

Zur Narkoseeinleitung wurden 400 ul eines Gemisches aus Ketamin (Ketanest®) und
Xylazin (Rompun®) im Verhéltnis 2:3 in eine randstdndige Ohrvene injiziert.

Danach wurde das Kaninchen mit 1000 LE. Heparin (Liquemin®) antikoaguliert. Bei
erhaltener Spontanatmung wurde das Kaninchen auf den Riicken gelagert und der Bereich
zwischen Trachea und oberer Thoraxapertur mit 5 ml 2% Xylocain anisthesiert. Das
Préaparationsgebiet iiber Thorax und Abdomen wurde freigeschoren und mit
Hautdesinfektionsmittel (Braunoderm®) behandelt.

Danach konnte die Trachea schmerzfrei durch schichtweises Freipriparieren, unter
Schonung der grofen Halsgefile und des Nervus Vagus, mobilisiert werden. Nach
Anfertigung eines Tracheostomas wurde ein Tubus nach endotracheal vorgeschoben und
dort fixiert .

Die Beatmung erfolgte initial mit Raumluft, einem Hubvolumen von 30 ml, einer
Frequenz von 30 min' und einem endexspiratorischen Druck von 0 mm Hg.

Die Narkose wurde anschlieBend durch sukzessive Gabe des Narkotikagemisches unter
Kontrolle der Herz - und Kreislauffunktion bis zur vélligen Schmerzfreiheit und

Relaxation vertieft.

Darauthin konnte die Haut tiber dem Sternum, den Rippenbdgen und dem Abdomen
weitrdumig mobilisiert werden.

Es erfolgte eine quere Oberbauchlaparotomie iiber eine Inzision kaudal des Sternums und
iber zwei weit in die Flankengegend reichende Schnitte entlang der Rippenbodgen. Eine
am Processus xiphoideus fixierte Klemme, nach cranial und oben gezogen, erleichterte
diese Priparationsschritte und ermdéglichte eine gute Darstellung des Zwerchfells. Nach
Durchtrennung des Zwerchfellansatzes wurde der Thorax unter leichtem Zug ertffnet.
Mit dem Einreilen der Pleura kollabierte die Lunge. Nach Ablosen des Zwerchfells
entlang der unteren Apertur wurde der Thorax durch eine Lédngssternotomie komplett

eroffnet.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Der Thymus wurde stumpf entfernt, das Pericard eroffnet und vorsichtig entfernt. Aorta
und Pulmonalarterie wurden mit einem Faden angeschlungen.

Es folgten die Umstellung der Beatmung auf das Gasgemisch (16,5% O, 5,3% CO,,
78,2% N,), die sofortige Inzision der Pulmonalarterie kurz vor dem Ausgang des rechten
Ventrikels sowie das Einbinden eines Katheters (Innendurchmesser 3 mm) in die
Pulmonalarterie.

Um Luftembolien in der pulmonalen Strombahn zu verhindern, war der Katheter mit auf
4 °C gekiihltem Perfusat vorgefiillt und die Perfusion bereits vor dem Einbinden mit
einem Fluss von 10 ml/min angestellt.

Es folgte die Resektion des unteren Pols des linken Ventrikels, um den freien Abfluss des
Perfusates nach der Lungenpassage zu gewihrleisten und somit eine Druckbelastung der
Lungenstrombahn zu verhindern. Danach wurde die Aorta ligiert.

Nach Durchtrennung der Venae cavae inferior et superior sowie der Aorta konnte das
Herz-Lungen-Priparat unter vorsichtiger Losung des mediastinalen Bindegewebes

explantiert werden.

Zur weiteren Priparation wurde das Organ an einem Stativ befestigt.

Der rechte Ventrikel sowie die Papillarmuskeln wurden entfernt. Mit einer Ligatur wurde
das linke Herzohr aus dem Kreislauf ausgeschaltet. Schlie3lich erfolgte die Fixation eines
in den linken Herzventrikel eingebrachten Katheters (Innendurchmesser 6 mm) durch
eine intramurale Tabaksbeutelnaht.

Danach konnte das Zirkulationssystem geschlossen und die Lunge im

AquilibrierungsgefiB an der Wigezelle aufgehiingt werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.3.4. Aufwiarmphase und Kalibrierung der MeBeinrichtung

Wihrend der Aufwidrmphase wurde die Perfusion schrittweise bis auf den vorgesehenen
Endwert von 100 ml/min gesteigert. Danach wurde der linksventikulédre (vendse) Druck
mittels der hohenverstellbaren Kaskadenvorrichtung auf 2 mm Hg eingestellt.
Gleichzeitig wurde der pH-Wert des Perfusats gemessen und ggf. durch Verdnderung der
CO,- Zufuhr in den Grenzen zwischen pH 7,30 und pH 7,40 konstant gehalten.

Die permanente Registrierung des Lungengewichtes geschah durch eine elektronische
Wigezelle (Hottinger Baldwin Meftechnik).

Eine Kalibrierung der Wigezelle mit bekannten Gewichten erfolgte zu Beginn jedes
Versuches.

Zur kontinuierlichen Messung des pulmonalarteriellen und linksatrialen Druckes wurden
mit Fliissigkeit gefiillte Innenkatheter (Innendurchmesser 1 mm) mit ihrer Spitze direkt an
die MebBstelle (Pulmonalarterie, linker Vorhof) gebracht und mit einem
elektromagnetischen Druckwandler (PT, Combitrans®) verbunden. Der Bezugspunkt fiir
den Nullabgleich der Druckaufnehmer war die Hohe des Lungenhilus. Durch Anheben
des linksatrialen Druckes auf +2 mm Hg konnten Zone-3-Bedingungen nach WEST
(1977) tiir alle Lungenbezirke wihrend der Exspiration sichergestellt werden.

Die Registrierung des Gewichtes und der Driicke erfolgte iiber einen Hellige-
Mehrkanalschreiber. Die Daten wurden mittels einer AD/DA- Wandlerkarte on-line auf

einen Personalcomputer {ibertragen und graphisch dargestellt (Labtech Notebook Pro™).
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3.4. Bestimmung der Aktivitiit des Escherichia coli Hamolysins (HlyA)

Die Bestimmung der Aktivitidt des in den verschiedenen Versuchen eingesetzten HIyA

aus verschiedenen Chargen gelang mittels eines semiquantitativen Testes.

Direkt nach dem Einsatz im Versuch wurden 10 ul HlyA in einer Verdiinnungsreihe von
1/10 bis 1/20480 in Zweierschritten in Eppendorf-Gefden vorgelegt. 50 ul jeder
Verdiinnungsstufe und 50 ul einer 10%igen Kaninchen-Erythrocytensuspension
inkubierten im Wasserbad bei 37 °C iiber eine Stunde unter stindiger Bewegung. Die
Herstellung der Suspension erfolgte {iiber das mehrmalige Waschen von
Kaninchenerythrocyten in 0,9%iger NaCl-Losung und anschlieBender Verdiinnung. Nach
Zentrifugation konnten 10 ul des Uberstandes in ein Loch einer Mikrotiterplatte mit 90 ul
0,9%iger NaCl pipettiert werden. Die Messung der Extinktion erfolgte bei 405 nm. In
halblogarithmischer Darstellung gegen die Verdiinnungsstufen aufgetragen, erlaubte sie
die grafische Bestimmung des 60 % igen Wertes der vollen Hamolyse und das Ablesen

der entsprechen Verdiinnungsstufe (Titers).

Eine hamolytische Einheit (HU) ist definiert als die Konzentration, die eine 60%ige
Héamolyse einer 10%igen Erythrozytensuspension auslost. Aus dem Quotienten des

Verhiltnisses des im Versuch eingesetzten Aliquots HlyA zum Perfusatvolumen und des

“l Hly / Titer
ermittelten Titers berechnete sich die HlyA-Konzentration in HU/m]: M1 Perfusat
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3.5. Integration der MeBanalytik in das Modell der isolierten Lunge

3.5.1. Einbau des Chemilumineszenzdetektors fiir die Atemgasanalyse

Die Entnahmestelle zur Analyse des NO-Gehaltes der Exspirationsluft lag unmittelbar
hinter dem PEEP-Ventil. Eine Entnahme niher an der Lunge war nicht méglich, da sonst
der positive endexspiratorische Druck nicht hitte aufrechterhalten werden konnen. Ein T-
formig an den PEEP angeschlossener Uberlauf (PVC-Schlauch der Linge 5 m mit einem
Innendurchmesser von 1,0 cm) stellte ein ausreichend groes Reservoir dar, um trotz
diskontinuierlicher Ausatmung ein Vermischen der Exspirations- und Raumluft zu
verhindern.

Insgesamt betrug das Volumen der Exspiration 900 ml/min, das MeB3gasvolumen 200

ml/min.

3.5.2. Einbau der Analytik fiir die NOy,-Messung aus dem Perfusat

Zur Messung der oxidativen Endprodukte des NO wurde dem zirkulierenden Perfusat
mittels einer Rollerpumpe (ISMATEC IP 12) kontinuierlich ein Probenvolumen von 600
ul/min entnommen und der Vanadium(IIl)-Kammer zugefiihrt. Die kontinuierliche
Probenentnahme erfolgte durch eine Kaniile aus dem venodsen Schenkel des
Schlauchsystems.

Gleichzeitig wurde das entnommene Perfusatvolumen ersetzt, um eine Abnahme des
Perfusats zu vermeiden. Dies geschah durch Zufiihren von frischer Pufferlosung durch
eine Infusionspumpe (IVAC 531-1).

Zu beachten war die Verzdgerungszeit (4 min) zwischen Entnahme und Messung, bedingt
durch die Zuleitung des Perfusats in die Kammer, durch die Reaktionszeit sowie durch

die Zufiihrung des entstandenen NO zum Detektor.
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3.6. Ausgangsbedingungen

Jeder Versuch beginnt mit einer ,steady-state Phase von 30 Minuten Dauer.
Pulmonalarterieller Druck, venoser Druck, Perfusionsfluss und Lungengewicht sind
wihrend dieser Zeit konstant und werden neben der exhalativen sowie intravasalen NO-

Freisetzung iiber die gesamte Versuchsdauer kontinuierlich gemessen.

Die erforderlichen Ausgangsbedingungen fiir den Versuchsablauf sind:
¢ die verwendeten Lungen haben eine weille, homogene Oberfldache

¢ die Lungen sind frei von Hamostasezeichen, Odemen oder Atelektasen
¢ der pulmonalarterielle Druck liegt zwischen 5 bis 8 mmHg

¢ die Gewichtszunahme betréagt deutlich weniger als 1 g/h.

Damit beginnt die Messung der NO-Liberation in die Atemluft und ins Perfusat sowie das
180- miniitige LPS-“Priming®, bzw. die Langzeit-INOS-Hemmung. Nach 170 Minuten
erfolgt je nach Versuchsmodus die Kurzzeit-iINOS-Hemmung oder die Zugabe des
Thromboxan A,-Antagonisten BM 13.505.

Am Zeitpunkt ,,0 erfolgt schlieBlich die Stimulation mit E. coli-Hdamolysin (HlyA).

Das Versuchsprotokoll zeigt Abbildung 1 (Abb 1.).

38




3. MATERIAL UND METHODEN

3.7. Versuchsgruppen

3.7.1 LPS-““Priming‘‘ und Exotoxin-Stimulation (HlyA)

Gruppe I a: 180-miniitige Perfusion der Lungen mit oder ohne LPS und jeweils
anschlieBende Stimulation mit HlyA (n= 5-8 unabhingige Versuche fiir jede
Untergruppe).

¢ Kontrolle: Losungsmittel (-180 min) + 0.036 HU/ml HIlyA

¢ LPS (10 ng/ml, -180 min) + 0.036 HU/ml HlyA

Gruppe I b: 180-miniitige Perfusion mit oder ohne LPS, dann HlyA-Stimulation bei
Anwesenheit von BM 13.505 (TxA,-Antagonist), (n= 4-5 fiir jede Untergruppe).
¢ [ 6sungsmittel (-180 min) + 0.036 HU/ml HlyA + BM 13.505 (5 pumol/l, -10 min)
¢ LPS (10 ng/ml, -180 min) + 0.036 HU/ml HlyA + BM 13.505 (5 umol/l, -10 min)

Gruppe I c: wie Gruppe I b, zusitzlich Anwesenheit von Serum (1%) (n= 4-5 fiir jede
Untergruppe).

¢ [ osungsmittel (-180 min) + Serum (1%, -180 min) + 0.036 HU/ml HlyA

+ BM 13.505 (5 pmol/l, -10 min)

¢ LPS (10 ng/ml, -180 min) + Serum (1%, -180 min) + 0.036 HU/ml HlyA

+ BM 13.505 (5 pmol/l, -10 min)

Gruppe I d: wie Gruppe 1 b, zusitzlich Anwesenheit von Dexamethason (1 mg) (n= 4-5
je Untergruppe).
¢ [.osungsmittel (-180 min) + 0.036 HU/ml HlyA + DEX (1 mg, -185 min)
e LPS (10 ng/ml, -180 min) + 0.036 HU/ml HlyA + DEX (1 mg, -185 min) + BM
13.505 (5 umol/l, -10 min)
¢ LPS (10 ng/ml, -180 min) + 0.036 HU/ml HlyA + DEX (1 mg, -185 min)
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3.7.2 EinfluB einer Langzeit-Hemmung der iNOS

In dieser Versuchsreihe wurde die dosisabhdngige Wirkung des selektiven iNOS-Inhibitor
AETU, bzw. des Glucokortikoids Dexamethason, auf die basale und stimulierte (durch
HlyA) NO-Freisetzung untersucht.

Die Zugabe von AETU (1, 5, 10 umol/l) und Dexamethason (1 mg) erfolgte jeweils 5

Minuten vor dem Beginn der 180-miniitigen Perfusion mit LPS-Zusatz.

Gruppe II a (n=4-5 Versuche je Untergruppe)
¢ [ osungsmittel (-180 min) + AETU ( 1, 5 od. 10 uM, -185 min) + 0.036 HU/ml HlyA
¢ [ osungsmittel (-180 min) + DEX. ( 1 mg, -185 min) + 0.036 HU/ ml HlyA
o [ osungsmittel (-180 min) + AETU (5 uM, -185 min) + 0.036 HU/ml HIyA + BM
13.505 (5 pumol/1, -10 min)

Gruppe II b (n= 4-5 Versuche je Untergruppe)
¢ LPS (10 ng/ml, -180 min) + AETU (1, 5 od. 10 uM, -185 min) + 0.036 HU/ml HlyA
+BM 13.505 (5 umol/l, -10 min)

¢ LPS (10 ng/ml, -180 min) + DEX. (1 mg, 185 min) + 0.036 HU/ml HlyA
+ BM 13.505 (5 umol/l, -10 min)

40




3. MATERIAL UND METHODEN

3.7.3 EinfluB einer kurzzeitigen iNOS-Hemmung

In dieser Versuchsreihe wurde der Effekt einer kurzfristigen Hemmung der iNOS am
Ende der ,,Priming*“-Phase untersucht. Die Zugabe von AETU (5 umol/l) ins

rezikulierende Perfusat erfolgte 20 Minuten vor Stimulation mit HIyA.

Gruppe III (n= 4-5 je Untergruppe)
e Losungsmittel (-180 min) + AETU (5 pmol/l, -20 min) + 0.036 HU/ml HlyA + BM
13.505 (5 pmol/l, -10 min)
e LPS (-180 min, 10 ng/ml) + AETU (5 pmol/l, -20 min) + 0.036 HU/ml HlyA + BM
13.505( 5 pmol/l, -10 min)

3.8. Statistische Analyse:

Die Versuchsdaten aus dem Organmodell werden als Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) angegeben. Es erfolgt eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA).
Ein Wert von p< 0,05 wird als signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1. LPS-Priming

Unter Ausgangsbedingungen liegt der pulmonalarterielle Druck (PAP) zwischen 5 und 9
mm Hg. FEin signifikanter Anstieg oder Abfall ist wihrend der 180-miniitigen
Vorbehandlung mit Lipopolysaccharid (10 ng/ml) (,,Priming-Phase) nicht zu
verzeichnen. Die Zunahme des Lungengewichtes betrdgt iiber 3 Stunden in allen
Versuchsgruppen weniger als 4 g.

Die Perfusion der Lunge unter Zugabe von LPS, mit oder ohne Zusatz von 1%
Kaninchenserum, bewirkt keine signifikante Abweichung der Hamodynamik oder des
Fliissigkeitsgleichgewichtes der Lunge iiber den Zeitraum von 180 Minuten im Vergleich
zu den Kontrollversuchen.

Ebenso ergeben sich hierin keine Anderungen bei Zugabe von Dexamethason (DEX) oder
des selektiven iNOS- Inhibitors AETU.

Die messbare exhalative Freisetzung von NO bewegt sich am Beginn der Priming-Phase
zwischen 50 und 70 ppb.

Uber den Versuchszeitraum von 3 Stunden ist ein geringer exhalativer NO-Abfall, im
Mittel von 3.8 ppb pro Stunde, festzustellen. Dieser leichte Abfall zeigt sich durch die
Zugabe von LPS, AETU, DEX oder Kombinationen der Inhibitoren mit LPS nicht

signifikant beeinflusst.
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4.2. Stimulation mit E. coli-Himolysin

4.2.1 Stimulation mit E. coli-Hédmolysin ohne Priming

Die Injektion von HlyA in die Pulmonalarterie von Lungen, die nicht mit LPS
vorbehandelt wurden, fiihrt zu einer unmittelbaren und anhaltenden Druckantwort, die
ihren Gipfel mit einem PAP-Anstieg von AP= 20.8 = 3.8 mm Hg nach 10 Minuten
erreicht (Fig 2 a).

Diese Versuche sind wegen ausgepriigter Odembildung im Mittel nach 14 Min. beendet
(Fig. 2 b). Parallel dazu steigt die exhalative und intravasale NO-Freisetzung. Diese
ereicht ihren Hohepunkt nach 2 - 3 Minuten bei Werten von 53.2 £ 5.3 ppb und fillt dann
ab. Die intravasale NO Freisetzung betriigt 0.265 * 0.029 pmol x (1 x 3 min)" (Fig. 2 ¢
und Fig. 2 d).

4.2.2 Stimulation mit E. coli-Himolysin bei LPS-Priming

LPS-Priming fiithrt zu einer dramatisch gesteigerten Druckreaktion auf die HIyA-
Stimulation (AP=39.4 + 2.7 mmHg)(Fig. 2 a).

Begleitend kommt es zur massiven Odembildung, aufgrund derer das Experiment
innerhalb weniger Minuten beendet wird. Die Exotoxin-bedingte NO-Exhalation ist in
diesen Experimenten signifikant reduziert. Die maximale Zunahme der NO Exhalation
iber das Ausgangsniveau fillt von 53.2 + 5.3 ppb (Gruppe Ia, HlyA-Stimulation nach 180
Minuten ohne LPS, Fig. 2 c) auf 29.4 + 4.8 ppb (Gruppe Ib, HlyA-Stimulation nach 180
Minuten mit LPS, Fig 2 c).

Die HlyA-bedingte intravasale NO-Freisetzung féllt von 0.265 £ 0.029 umol x (1 x 3
min)” (Gruppe 1a) auf 0.1325 £ 0.042 umol x (1 x 3min)'1 (Gruppe Ib).
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4.2.3 Tx-Rezeptor Blockade

Wie erwartet, werden Druckanstieg und Gewichtszunahme durch Odembildung bei
Zusatz des Tx-Antagonisten BM 13.505 signifikant vermindert und dies sowohl bei
HlyA-Stimulation ohne LPS als auch bei Stimulation nach LPS-Priming. Diese Versuche
konnen alle iiber den vollen Beobachtungszeitraum bis 30 Minuten nach HIyA-
Stimulation ausgewertet werden. Der PAP-Anstieg betrdagt AP= 7.4 £ 0.4 mm Hg mit dem
Gipfel nach zwei Minuten bei Stimulation unter Tx-Blockade bzw. AP=4.9 £ 0.2 mm Hg
bei Stimulation unter Tx-Blockade bei LPS-Priming (Fig. 2 a) .

Die exhalative und intravasale NO-Freisetzung dagegen bleibt durch die Thromboxan
Rezeptor Blockade mit BM 13.505 unbeeinflu3t. (NO-intravasal: HlyA ohne BM 0.265 t
0.029umol x (1 x 3min)”’ ; HIyA mit BM 0.254 £ 0.1304 pmol x (I x 3min)”. Die
Versuche zur exhalativen NO-Messung zeigen fiir die Versuche HlyA allein und HIyA
mit BM einen nahezu identischen Kurvenverlauf (Fig. 2 ¢). BM bei LPS-Priming fiihrt zu
einer gesteigerten exhalativen NO-Freisetzung von 35.4 ppb * 3.3 ppb gegeniiber 29.4
ppb £ 4.75 ppb. Diese Werte bleiben aber signifikant unter dem Niveau der Versuche
ohne LPS (HIlyA allein 53.2 ppb +5.3 ppb; HIyA + BM 54.0 ppb £ 5.9 ppb).

Die Odembildung fillt mit einer Gewichtszunahme von unter 1 Gramm innerhalb von 20
Minuten fiir Versuche HlyA mit BM und Versuche HlyA mit LPS und BM sehr gering
aus (Fig. 2 b).
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4.3. Einflu3 von Dexamethason

Versuchsgruppen Id, Ila und IIb

Die Experimente der Gruppe HlyA+ DEX (ohne LPS) zeigen keinen Unterschied zu den
Versuchen mit HlyA allein. Die Zunahme der NO Exhalation auf HlyA-Stimulation
betrigt 52.6 * 6.8 ppb, unter HlyA+ DEX betrigt die Zunahme 55.75 + 2.1 ppb (Fig. 4
c¢). Die Zunahme der intravasalen NO Freisetzung betrigt auf HlyA 0.248 £ 0.003 pmol x
(1 x 3 min)" und auf HlyA+ DEX 0.253 + 0.017 umol x (1 x 3 min)" . Lediglich in der
Druckantwort auf HIyA unterscheiden sich beide Versuchsreihen deutlich. Nach HlyA-
Applikation erfolgt eine Druckreaktion mit einem Maximalanstieg nach 10 Minuten um
AP=20.8 £ 4.8 mm Hg. Die Versuche mit DEX zeigen auf HIyA eine Druckreaktion bis
maximal AP=8.57 £ 1.5 mm Hg (Fig. 4 a).

Dexamethason verhindert nicht den exorbitanten Druckanstieg und die rasche
Gewichtszunahme auf HlyA-Stimulus nach LPS-Priming. Die Experimente der Gruppe
HlyA+LPS+DEX verlaufen &dhnlich den Versuchen ohne DEX und werden wegen
deutlicher Gewichtszunahme vorzeitig beendet (nach 5 Minuten, siehe Fig. 4 a).

Es zeigt sich jedoch ein deutlicher Anstieg der exhalativen NO-Freisetzung auf den
HlyA-Stimulus. Im Vergleich zur Versuchsgruppe HlyA+LPS stieg die NO-Exhalation
von 29.4 £ 4.8 ppb auf 39.3 + 8.2 ppb. Dieser Effekt wird noch deutlicher, wenn die Tx-
vermittelte Druckreaktion und Odembildung durch BM 13.505 verhindert wurde (NO-
Exhalation: 64.5 ppb * 1.1). Die durch LPS verursachte Hemmung der exhalativen NO-

Freisetzung war hier vollstandig umkehrbar (Fig. 4 a).
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4.4. Langzeit- und Kurzzeithemmung der iNOS mit

2-(2-Aminoethyl)-2-thiopseudourea-dihydrobromid (AETU)

Die Zugabe des iNOS-Inhibitors AETU am Beginn des Versuches beeinflufit nicht die
exhalative NO-Freisetzung auf HlyA-Stimulus im Vergleich zur Kontrollgruppe (HIyA
ohne AETU). Eine Dosisabhidngigkeit besteht beziiglich der exhalativen NO-Freisetzung
nicht (Fig. 6 a). Lediglich die intravasale NO-Freisetzung féllt bei der hochsten
verwendeten Dosis (10 umol/l AETU 0.237 £ 0.014 pmol x (1 x 3min)'1 ) deutlich
geringer aus als bei den niedrigeren Dosen 1 bzw. 5 umol/l AETU (0.335 = 0.03 pumol x
(1 x 3min)" bzw. 0.34 +0.06 umol x (1 x 3 min)™").

Die pulmonalarterielle Druckkurve verlduft wie bei HlyA-Stimulation ohne AETU. Der
Maximalwert wird nach 12 - 14 Minuten erreicht und fillt dann deutlich ab (AETU 1
umol/1 15.0 £ 5.2 mm Hg).

Eine Zugabe von AETU 5 Minuten vor LPS-Zumischung bewirkt eine vollstindige
Aufhebung der LPS-induzierten Reduktion der exhalativen und intravasalen NO-
Freisetzung nach HlyA-Stimulus.

Die verwendeten Dosen zeigen keine signifikanten Unterschiede. Der grofite Effekt
beziiglich der exhalativen Freisetzung ist bei einer Dosis von 5 umol/l AETU zu
verzeichnen (57,5 ppb £ 3,8 ppb) (Fig. 7 a). Der hochste relative Anstieg der intravasalen
Freisetzung zeigt sich bei der kleinsten verwendeten Dosis von 1 umol/l AETU (0.345 +
0.06 umol x (1 x 3min)" ). Die Werte fiir die iibrigen Dosierungen liegen jeweils nur

minimal niedriger (Fig. 7¢).

Um diesen Effekt der iNOS-Hemmung weiter zu untersuchen, wurden Versuche
durchgefiihrt, in denen die AETU-Zugabe erst 160 Minuten nach Zumischung des LPS
erfolgte (Kurzzeithemmung). Hier bewirkte das AETU jedoch keine Wiederherstellung
der abgeschwichten NO-Freisetzung, wie es in den Versuchen mit Langzeithemmung zu
beobachten war. Der Anstieg der exhalativen NO-Freisetzung betrug 2 Minuten nach
HlyA-Stimulation bei LPS-Priming und Kurzzeithemmung im Mittel 40,8 ppb gegeniiber
57,5 ppb bei Langzeithemmung der iNOS ( p < 0, 05 fiir den Vergleich) (Fig. 8 aund b).

46




4. ERGEBNISSE

Die pulmonalarterielle Druckantwort unterscheidet sich jedoch nicht, da beide

Versuchsreihen unter Zugabe von BM 13.505 durchgefiihrt wurden.

4.5. EinfluB3 von Serum (Kaninchenserum 1%)

Versuchsgruppe Ic

Der Zusatz von 1 % Kaninchenserum zur Perfusionslosung hat keinen Einfluss auf die
Versuchsergebnisse. Die Versuche HlyA + LPS + BM und Serum, sowie die Versuche
HIyA + Serum unterscheiden sich nicht signifikant von den Versuchen ohne Serum. Die
untersuchten Parameter pulmonalarterieller Druck, pulmonale Gewichtszunahme und
NO-Freisetzung konnen daher in unseren Versuchen als von Blutserumbestandteilen
unabhingig betrachtet werden. Auf Versuche mit AETU und Serum wurde daher

verzichtet.
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Fig. 1

Fig. 1

isolated lung protocol

stimulation with
HIlyA ( 0.036 HU/ml)

short term iINOS-inhibition:
AETU (5 umol/l), or vehicle
B

long term iNOS-inhibition:
AETU (different doses), DEX (1mg), or vehicle

—

Addition of the TxA2-antagonist
BM 13.505 (5 pmol/l), or vehicle
—_—

2}2%” "priming" with LPS (10 ng/ml) or vehicle —
1 I T T T T T T 1 I 1
0 30-180 -120 -60 00 30

Darstellung des Versuchsprotokolls der isolierten Lunge. Die Wirkzeit der verschiedenen

Agenzien ist durch horizontale, (Zumischung in die Perfusionslésung) oder vertikale Pfeile

(Bolusinjektion in die Pulmonalarterie) dargestellt. Alle Protokolle zeigen einen dreigeteilten

Ablauf (initiales ,steady state”, ,Priming”“ in Anwesenheit oder Abwesenheit von LPS,

Stimulation mit HlyA). Einzelheiten siehe Text.
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Fig. 2 (Gruppe Ia und I b)
a)

50

A PAP [mm Hg]

—5— HiyA

—&— HIyA+LPS
—%— HIyA+BM
—¥— HIyA+LPS+BM

0 10 15 20
time [min]
b)
12.54
10.0+
—&— HIyA
—@— HIyA+LPS
—— HIlyA+BM
— 7.5 —¥— HIyA+LPS+BM
=]
=
o
2 50
<
2.54
0.0+

time [min]

49



4. ERGEBNISSE

d)

¢) (Gruppe laund Ib )

—& HiyA
@ HiyA +LPS

—A— HiyA + LPS + BM
—5— HiyA + BM

40
o |
[oX
K=}
030~
z |
©
20
10+
0,
[ I I I 1
0 5 10 15 20
time [min]
03; &~ HiyA
o —y— HIyA +BM
= @ HiyA +LPS .
= | —A— HIyA + LPS + BM g
® &) D
N 1
3 ° & .—'-“'w P A ' ¥ . *
< q " A2 - _
O 1 NI
Z WV
: lllll’
0.11

[ 7 7 I I I 1
-30 -20 -10 0 10 20 30
time [min]

50



4. ERGEBNISSE

Fig. 2

EinfluB von LPS-Priming und dem TxA2 Rezeptor-Antagonisten BM 13.505 auf den zeitlichen
Verlauf des HlyA-induzierten pulmonalarteriellen Druckanstieg (A PAP), Zunahme des
Lungengewichtes (A weight), exhalative (A NO), and intravasale NO-Freisetzung (A NOy).

Nach 180-miniitigem Vorlauf (Kontrollbedingungen) erfolgt die Stimulation der Lungen mit
HlyA bei Abwesenheit (HlyA, Gruppe Ia) oder Anwesenheit von BM 13.505 (HlyA + BM;
Gruppe Ic). Ebenso erfolgt die Stimulation der Lungen nach reguldrem LPS-Priming mit HlyA
(HlyA + LPS; Gruppe Ib) oder HlyA plus BM 13.505 (HlyA + LPS + BM; Gruppe Id).
Angegeben sind Mittelwert + SEM von jeweils -5 unabhingigen Experimenten (bei nicht

angezeigtem SEM sind diese Teil des Symbols).
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Fig.3 (Gruppe I ¢)
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Fig. 3
Versuche unter Zusatz von 1% Kaninchenserum in der Perfusatlosung zeigen keine signifikanten
Unterschiede zu Versuchen ohne Serum. Dies lédsst sich insbesondere fiir die intravasale NO-

Freisetzung zeigen (Abb b). Auf Versuche von AETU mit Serum wurde daher verzichtet.
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Fig. 4 (Gruppe I d)
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¢) (Gruppe Id)
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Fig. 4

Einfluss von LPS-Priming und dem Glucokortikoid Dexamethason auf den zeitlichen Verlauf des
HlyA-induzierten pulmonalarteriellen Druckanstieges (A PAP), Zunahme des Lungengewichtes
(A weight), und exhalative NO-Bildung (A NO). Die Lungenperfusion erfolgt mit 10 ng/ml LPS
und 1 mg Dexamethason oder Trigerlosung fiir 180 Minuten. Darauf folgt die Injektion von HlyA
in die Pulmonalarterie zum Zeitpunkt ,,0“. BM 13.505 (5 pmol/l) wird 20 Minuten vor HIlyA-
Stimulation zugegeben. Angegegen sind der Mittelwert £ SEM von jeweils 4 - 5 unabhiingigen
Experimenten (bei nicht angezeigten SEM sind diese Teil des Symbols). Die Experimente der

HlyA+LPS+DEX-Gruppe werden wegen ausgeprigter Odembildung vorzeitig beendet.
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Fig. 5
Bl HiyA+LPS
£ HiyA
604 B2 HIyA+LPS (siti.)
2 50
k=h
o
P4
<
40
30-] J
0 10
AETU [umol/]
Fig. 5

Aufhebung der LPS-induzierten Hemmung der exhalativen NO-Bildung auf eine konsekutive
Stimulation mit HIyA. Die Stimulation der Lungen erfolgt nach einer 3-stiindigen Priming-Phase
mit LPS (10 ng/ml) oder Tréagerlosung. Der iNOS Inhibitor 2-(2-Aminoethyl)-2-thiopseudourea-
dihydrobromid (AETU) wird dem Perfusat in verschiedenen Dosen 5 Minuten vor Gabe von LPS
oder Trigerlosung zugemischt. In einer Untergruppe wird das AETU erst 160 Minuten nach LPS
und 20 Minuten vor HlyA-Stimulation dem rezirkulierenden Perfusat zugemischt (short term
inhibition, s.ti.). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, n = 4-5 jeweils unabhingige
Experimente.

Die Wiederherstellung der exhalativen NO-Freisetzung zeigte sich nur bei AETU-Gabe vor LPS.

Sie zeigte sich nicht bei den Experimenten mit spéterer Zumischung (short term inhibition).
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Fig. 6
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Fig. 6 (Versuchsgruppe Ila)

Die exhalative NO-Freisetzung auf HIyA zeigt beziiglich des AETU keine Dosisabhingigkeit. Die
intravasale NO-Freisetzung ist bei der hochsten Dosis (10 uM) deutlich herabgesetzt. Der PAP-
Anstieg zeigt einen dhnlichen Verlauf mit einem Maximalwert nach 12 bzw. 14 Minuten. Die
Versuche unter Zumischung des Thromboxan-Antagonisten BM zeigen auch hier die typische
Reaktion mit einem Maximalwert um A 5 mm Hg nach 2 - 3 Minuten. Die Versuche AETU 5uM
+ BM mit/ohne LPS zeigen dabei keinen signifikanten Unterschied. Die Versuche mit
Dexamethason (1 mg) verlaufen beziiglich PAP, NO-exhalativ und NO-intravasal wie die
Versuche AETU (5 uM) mit/ohne BM. Unter DEX zeigt sich exhalativ eine etwas gesteigerte

NO-Freisetzung, intravasal findet sich dagegen ein etwas geringerer NO-Anstieg unter DEX.
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Fig. 7 (Versuchsgruppe IIb)
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Nach LPS-Priming erfolgt die Stimulation mit HlyA bei Anwesenheit von AETU (1, 5 od. 10
uM) und BM (5 umol/l) bzw. Dexamethason (1 mg) und BM. Die Versuche zeigen keine
signifikanten Unterschiede. Der stirkste intravasale NO Anstieg auf HIlyA nach LPS
Vorbehandlung zeigt sich bei 1uM AETU. Den stirksten exhalativen Anstieg verzeichnen die
Versuche HIyA + LPS + BM + DEX. Die PAP Reaktion zeigt ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede und erreicht in allen Versuchen ein Maximum nach 2 Minuten.
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Fig. 8 (Versuchsgruppe III)
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Fig. 8

Kurzfristige Hemmung der iNOS durch Zugabe von AETU (5 uM) am Ende der ,,Priming*
Phase, 20 Minuten vor HlyA Stimulation. Die exhalative NO Freisetzung ist bei spiter AETU
Zugabe d. h. bei kurzfristiger iNOS Hemmung nach HlyA Stimulation unter LPS Vorbehandlung
signifikant vermindert.

Die intravasale NO Freisetzung ist ebenfalls vermindert, jedoch ist das Ergebnis nicht signifikant.

Im Abstieg des PAP unterscheiden sich beide Versuchsgruppen nicht.
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5. Diskussion

5.1. Mechanismen der Vasodilatation und Vasokonstriktion beim ARDS

Im Rahmen eines ARDS bzw. eines septischen Geschehens kommt es auf der einen Seite
zu einem Verlust der vasodilatatorischen Kapazitiat und auf der anderen Seite zu einem
Anstieg der vasokonstriktorischen Potenz der Lunge mit der Folge einer Erhéhung des
pulmonalarteriellen Druckes (PAP). Dieser Druckanstieg geht mit einer messbar erhohten
Freisetzung von Thromboxan A, einher (SEEGER et al., 1989), was der Induktion der
Cyclooxygenase II zugeschrieben werden kann (SWIERKOSZ et al., 1995).

Durch eine parenterale Gabe von LPS lidsst sich der pathophysiologische Ablauf eines
ARDS oder Sepsis in verschiedenen Tiermodellen gut reproduzieren (BRIGHAM und
MEYRICK 1986).

In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass es nach 180-miniitiger
Vorbehandlung (,,Priming*) mit 10 ng/ml LPS zu einem Verlust der vasodilatatorischen
Regulationsfihigkeit auf einen zweiten konstriktorischen Stimulus ( E. coli. —Hamolysin,
HlyA) kommt.

In Versuchen ohne LPS zeigt sich auf Stimulation mit dem bakteriellen Exotoxin E. coli-
Héamolysin (HlyA) ein moderater, kurzzeitiger PAP-Anstieg. Als dilatatorische
Gegenregulation erfolgt eine prompte intravasale und exhalative NO-Freisetzung. Der
Anstieg der exhalativen NO-Freisetzung erreicht ihren Hohepunkt nach 2-3 Minuten und
fillt dann langsam auf das Ausgangsniveau zuriick.

Diese akute NO-Freisetzung wird durch die Stimulation der konstitutiven NOS (cNOS)
hervorgerufen (SCHUTTE et al, 1998).  Endothelzellen,  Epithelzellen,
Alveolarmakrophagen sowie Zellen des bronchus-assoziierten lymphatischen Gewebes
(BALT) konnen als mogliche Ursprungsorte der NO-Bildung gelten (SHAUL et al.,
1994; XUE et al., 1996).

Die Aktivierung der cNOS erfolgt liber einen Rezeptor-vermittelten Stimulus in diesen
Zellen. Dies fiihrt iiber G-Proteine zu einem Anstieg des intrazelluldren Ca2+, bzw. zur
Inositolphosphat-Bildung und damit zur Aktivierung des Ca®*/ Calmodulin-abhingigen

Enzyms.
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Dieser second-messenger Weg wird auch durch HlyA ausgelost und bedingt damit die
cNOS Aktivierung. Eine Stimulation der ¢cNOS kann auch durch Ionophore wie das
experimentelle Agens A23.187 erfolgen. Dies fiihrt zu einem Uberbriicken der G-
Proteinrezeptor- vermittelten Antwort. NO gelangt zu glatten Muskelzellen, wo es iiber
Guanylatcyclase-Aktivierung zu einer gesteigerten cGMP-Bildung fiihrt. cGMP aktiviert
in der Folge abhingige Proteinkinasen und fiihrt zu einer Erschlaffung der glatten

Muskelzelle.

Ausdruck der basalen, unstimulierten NO-Syntheserate der cNOS ist der physiologisch
niedrige Gefiltonus der Lungenstrombahn (MONCADA et al., 1991, ZAPOL et al.,
1994, STAMLER et al., 1994).

Die Vorbehandlung mit LPS, unter der es zu einer Stimulation und Expression der iNOS
kommt (LIU et al., 1993, GRIFFITHS et al., 1995, LASZLO et al., 1995), fiihrt zu einer
deutlich verdnderten GefédBreaktion auf einen folgenden Exotoxin-Stimulus. Nach HlyA-
Gabe zeigt sich eine nochmals gesteigerte Tx-Bildung mit konsekutivem, exorbitantem
Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes, einer Odembildung und parallel dazu einem

Abfall der exhalativen und intravasalen NO-Freisetzung.

Diese Experimente finden ein frilhes Ende mit Uberschreiten der 6dembedingten
Gewichtsgrenze von 12 Gramm. Dies macht die Beurteilung der NO-Messung schwierig,
da ein interstitielles Odem die exhalative NO-Freisetzung um bis zu 75% zu reduzieren
vermag (CREMONA et al., 1995). Aus diesem Grund erfolgte die Applikation des Tx-
Rezeptor-antagonisten BM 13.505, um den HlyA-verursachten arteriellen Druckanstieg
zu hemmen. BM 13.505 selbst iibt keinen Einfluss auf die NO-Freisetzung oder den
basalen GefiBtonus aus (SCHUTTE et al., 1998).

Nach Zugabe des Tx-Antagonisten (BM) wird in LPS-vorbehandelten Gruppen nun ein
Abfall der NO-Bildung nach einem HlyA-Stimulus deutlich. Der exhalative NO-Anstieg

zeigt sich im Vergleich mit den Versuchen ohne LPS signifikant vermindert.

Bemerkenswerterweise zeigen die dieser Arbeit zu Grunde liegenden Daten keine
signifikante Anderung des pulmonalarteriellen Druckes bzw. signifikante Odembildung

der isolierten Kaninchenlunge wihrend des ,,Priming® mit LPS. Auch ein Anstieg der

exhalativen oder intravasalen NO-Freisetzung ist erstaulicherweise nicht festzustellen.
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Dieses Ergebnis steht im Einklang mit vorliegenden Arbeiten zu perfundierten Ratten
(FEUERSTEIN et al., 1981), Ziegen (WINN et al. 1988) und Kaninchenlungen
(WALMRATH et al.,1994). Im Widerspruch dazu stehen die Arbeiten von WANG et al.
(1999) und FISCHER et al. (1999), die eine bis zu achtfach gesteigerte NO-Exhalation
bei Rattenlungen nach LPS-Zugabe feststellten. Die Untersuchungen erfolgten allerdings
entweder am Ganztiermodell, oder wunter Verwendung einer blutenthaltenden
Perfusionslosung.

Die Wirkung des Endotoxins erfolgt iiber die Bindung an den CDI4-Rezeptor des
plasmatischen LPS-bindenden Proteins (LBP). Uber den transmembranen Rezeptor toll-
like-receptor TLR2/TLR4 immunkompetenter Zellen erfolgt am zytosolischen Ende die
Aktivierung von Enzymkaskaden (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)) sowie des
NF-kB-Weges, der in eine Genexpression verschiedener inflammatorischer Mediatoren
miindet (ZHANG et al., 2000, GUHA et al., 2001) und Zellen fiir einen nachgeordneten

Stimulus empfinglich macht.

In den blutfreien, puffer-perfundierten Kaninchenlungen unserer Versuche finden sich
weder LBP noch andere Endotoxin-sensitive humorale Mediatorsysteme wie die
Gerinnungskaskade oder das Komplementsystem. Dies mag der Grund dafiir sein, dass im
Vergleich zum Ganztiermodell durch LPS allein nur geringe Effekte auf den
pulmonalarteriellen Druck und die pulmonale Odembildung zu verzeichnen sind. Ob aus
diesem Grund in unseren Versuchen wihrend des ,,Priming* kein NO-Anstieg messbar
ist, bleibt spekulativ. Jedenfalls zeigt eine jiingere Arbeit, dass die Expression der iNOS
nach LPS unabhingig von Plasmakomponenten erfolgt (ERMERT et al. 2002). Die im
vorliegenden Modell unter experimentellen Bedingungen festzustellende, LPS-induzierte
TNF-a Bildung (WALMRATH et al., 1994) kann jedenfalls auch LBP-CD14-unabhingig
vermittelt sein .

In unseren Versuchen unter Zusatz von 1 % Kaninchenserum konnten wir beziiglich
Druckreaktion, sowie intravasaler und exhalativer NO-Freisetzung keine signifikanten

Unterschiede zu den Versuchen ohne Serum feststellen.

Die wichtigste Erkenntnis der vorliegenden Experimente ist die unterschiedliche
Regulation der Vasokonstriktion und Vasodilatation im Modell der isolierten
Kaninchenlunge. Endotoxin fiihrt zu einer gesteigerten TxA2-Bildung auf einen zweiten
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inflammatorischen Stimulus, wohingegen es die antagonistische Exotoxin-bedingte NO-
Bildung abschwicht.
Wir vermuten einen negativen Feedback-Mechanismus zwischen iNOS und cNOS, bzw.

zwischen von iNOS gebildetem NO und cNOS.

Als Ursache konnte eine fiir Makrophagen beschriebene Hemmung der LPS-induzierten
NO-Freisetzung durch NO-Donatoren (ASSREUY et al., 1993), bzw. eine verminderte
NOS-AKktivitidt durch NO-Donatoren an bovinen Pulmonalarterien (BUGA et al., 1993) in

Frage kommen.

5.2. Signaltransduktion

Der Abfall der NO-Synthese nach HlyA-Stimulation unter LPS-Vorbehandlung, und
damit bedingt ein Abfall der vasodilatativen Kapazitit (selbst bei Anwesenheit von BM),
wird moglicherweise durch einen auf mehrere Stufen der Signalkette wirkenden

Endotoxineffekt ausgelost.

Andere Arbeitsgruppen konnten ebenfalls zeigen, dass nach einer LPS-Vorbehandlung
Rezeptor-vermittelte Stimuli nur eine verminderte NO-Synthese (MYERS et al., 1992,
XIE et al, 1993) wund GefiBerschlaffung in isolierten Koronararterien
endotoxinvorbehandelter Ratten (PARKER und ADAMS, 1993), Femoral-, Renal- und
Mesenterial-Arterien von Hunden (WYLAM et al.,, 1990) sowie Pulmonalarterien
(SPATH et al., 1994) hervorrufen konnen. Als Ausdruck der verminderten dilatatorischen
Kapazitidt zeigt sich nach LPS die pulmonale Vasokonstriktion auf Acetylcholin und
Bradykinin in Rattenlungen deutlich gesteigert (FISCHER et al., 1999).

Widerspriichliche ~ Untersuchungen liegen zur Ionophor  A23.187-vermittelten
Reaktionsantwort vor, die sich entweder ebenfalls gestért (FULLERTON et al.,1995),
oder unbeeinflusst zeigt (PARKER et al., 1991). Fullerton et al. zeigten eine verminderte
cGMP-Bildung in glatten Muskelzellen durch sowohl Endothel-abhingige wie —

unabhiéngige Agenzien, die durch cGMP-Analoga reversibel war. Dem gegeniiber stehen
Untersuchungen, die eine ungestorte, (cGMP-vermittelte), Vasorelaxation auf

Nitroprussid zeigen (PARKER et al., 1991). Eine andere Gruppe beschreibt in einem
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Modell der septischen Ratte einen gesteigerten Umsatz von L-Arginin in der isolierten
Lunge, jedoch ein vermindertes cGMP-Signal (KURREK et al., 1995).

Andere Untersuchungen berichten iiber eine differenzierte Regulation der mRNA beider
NO-Synthasen fiir ein ,,in vivo Modell*“ der septischen Ratte: Liu und Mitarbeiter fanden
eine gesteigerte iNOS- und verminderte cNOS-mRNA Transkription unter septischen
Bedingungen (LIU et al., 1996, MacNAUL et al., 1993). Der Ansatzpunkt fiir die Storung
der Signaliibertragung ist somit im Inneren der Endothelzelle bzw. der benachbarten

glatten Muskelzelle zu suchen.

5.3. Pathophysiologische Verinderungen beim ARDS

Die vaskuldren Verdnderungen bei einem entziindlichen Geschehen wie ARDS fiihren zu
einer globalen Funktionseinschrinkung der Lunge. Einhergehend mit pulmonalem
Hochdruck und einer gesteigerten Kapillarpermeabilitiit besteht eine lokale Dysregulation

mit Shuntflufl und Totraumventilation.

Dem gegeniiber steht der physiologische Mechanismus der koordinierten Anpassung von
Ventilation und Perfusion zum Zwecke einer optimalen Oxygenierung. Dieser
Mechanismus wird mit dem Begriff der hypoxischen Vasokonstriktion (HPV)

beschrieben.

Ein Ungleichgewicht im Verhiltnis zwischen vasokonstriktiven und vasodilatativen
Agonisten zugunsten Thromboxan-vermittelter pulmonaler Hypertension in den groen
Widerstandsgefalen wird von einer lokalen Storung des Ventilations-Perfusions-

Verhiltnisses (V/Q,-mismatch) begleitet (WALMRATH et al., 1994). Eine Blockierung

der NO-Bildung, die als Antwort auf einen exogenen Stimulus auftritt, senkt die

Endothel-abhingige Vasodilatation und verstidrkt den pulmonalen Druckanstieg.

Der typische Druckanstieg der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion
(WEISSMANN et al.,, 1995) oder der durch den TxA2-Agonisten U 46.619 und
Angiotensin II hervorgerufene pulmonalarterielle Druckantieg wird durch unselektive

NOS-Inhibitoren noch verstirkt (GRIMMINGER et al., 1995). Diese Ergebnisse werden
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durch jiingere Arbeiten an Rattenlungen bestitigt (FISCHER et al. 1999). In dieser Arbeit
zeigt sich die HPV durch einen selektiven iNOS-Inhibitor nicht beeinflusst, ein
unselektiver NOS-Inhibitor dagegen verstirkt den Mechanismus der hypoxischen
Vasokonstriktion. Diese Versuche unterstreichen die Bedeutung der cNOS fiir die

physiologischen Mechanismen der Gefalregulation in der Lunge.

Nicht nur eine gesteigerte Bildung von TxA?2, sondern auch die reduzierte Bildung von
NO tragt damit zum verstiarkten pulmonalarteriellen Druck bei, der nach sequenzieller
Gabe von Endo- und Exotoxin in die isolierte Kaninchenlunge auftritt. Eine Stérung der
Balance von Vasokonstriktion und Vasodilatation fithrt zu einer Ventilations-
Perfusionsstdrung, wodurch zum pulmonalen Hochdruck eines Entziindungsgeschehens

noch ein gestorter Gasaustausch hinzu kommt.

5.4. Selektive Hemmung der iNOS: Eine neue therapeutische Strategie?

Mit dem Nachweis der NO-Isoformen (cNOS, nNOS und iNOS) entstand der Wunsch
nach einer selektiven Hemmung der enzymatischen Aktivitit. Neben Untersuchungen zur
Steuerung der physiologischen Vasomotorik durch Hemmung der cNOS ist insbesondere
eine selektive Hemmung der fiir infektiose und septische Zustinde bedeutsamen iINOS
von groflem therapeutischen Interesse. Die in fritheren Arbeiten verwendeten Inhibitoren
wie N-methyl-L-arginin oder N-nitro-L-arginin zeigten diese Selektivitit jedoch nicht.
Mittlerweile stehen verschiedene Verbindungen mit hoher NOS-Isoformenselektivitit fiir

experimentelle Anwendungen zur Verfiigung (SALERNO et al., 2002).

Um die Beobachtung, dass ein LPS-“Priming* zu einer reduzierten exotoxin-verursachten
NO-Bildung fiihrt, weiter abzukldren, wurden Versuche mit Dexamethason und dem
iNOS-Inhibitor 2-(2-Aminoethyl)-2-Thiopseudourea-Dibromid (AETU) durchgefiihrt.
Bei AETU handelt es sich um einen selektiven Inhibitor der iNOS (SOUTHAN et al.,
1995, TRACEY et al., 1995).

In unseren Versuchen fiihrt eine Langzeit-Hemmung der iNOS nicht zu einer reduzierten

basalen NO-Bildung. Auf Exotoxinstimulation erfolgen ein pulmonalarterieller
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Druckanstieg sowie eine antagonisierende NO-Freisetzung wie in Versuchen ohne LPS.
Daraus ldsst sich ableiten, dass die selektive Hemmung der iNOS zu einer

Wiederherstellung der dilatatorischen Kapazitit fiihrt.

Dexamethason, ein synthetisches Glukokortikoid mit starken, aber unspezifischen
entziindungshemmenden Eigenschaften, {ibt bei Zumischung in das Perfusat 10 Minuten

vor LPS-Gabe den gleichen Effekt auf die NO-Bildung aus.

Im Gegensatz hierzu konnte durch Zusatz des iNOS-Inhibitor AETU erst 160 Min. nach
LPS-Applikation (20 min. vor HlyA-Applikation) die NO-Bildung nicht erhalten werden.

Dexamethason unterdriickt die Induktion der iNOS durch Hemmung der mRNA-
Translokation und gesteigerte Degradation von iNOS-Protein (KUNZ et al., 1996). Es hat
allerdings keinen Effekt auf die LPS-verursachte Unterdriickung von cNOS mRNA (LIU
et al., 1996).

AETU, als spezifischer iNOS-Inhibitor, wirkt iiber eine direkte Enzymhemmung. Obwohl
wir in unserem Lungenmodell keine direkte Enzymaktivititsmessung durchfiihrten,
vermuten wir, dass sowohl eine gehemmte iNOS-Induktion als auch eine blockierte
iNOS-Aktivitit zur reduzierten NO-Bildung durch die iNOS beitragen. Wie bereits
gezeigt werden konnte, besteht eine feedback-Hemmung der konstitutiven NOS durch
NO selbst (RAVICHANDRAN et al., 1995). Eine interessante Arbeit von Cadogan
(CADOGAN et al., 1999) konnte zeigen, dass eine chronische pulmonale Infektion von
Rattenlungen mit P. aeruginosa zu einer erhohten Expression von iNOS und zur
verminderten Expression von cNOS fiihrt, ohne dass jedoch eine gesteigerte NO-

Freisetzung messbar wird.

Wir vermuten daher, dass von der iNOS gebildetes NO die cNOS hemmen kann, bzw.
dass eine iNOS-Expression einen negativen feedback-Mechanismus auf die cNOS ausiibt.
Dies wird auch durch verschiedene jlingere Arbeiten an einem Modell einer septischen
Rattenlunge bestitigt (SCOTT et al., 2002, ERMERT et al., 2002).

Welche Rolle ein solcher Mechanismus bei der differenzierten Regulation der cNOS
durch die iNOS in einem entziindlichen Geschehen spielt, bleibt spekulativ.
Moglicherweise wirken auch weitere Mechanismen auf dieses Phidnomen ein, wie

eventuell eine Hemmung der cNOS durch Entziindungsmediatoren.
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5.5. Ausblick: Therapieansitze am Menschen

Die Inhibition der NO-Bildung, bzw. der NOS wird schon lange als mogliche Strategie in
der Therapie eines ARDS oder eines septischen Geschehens untersucht. Die dabei in
friiheren Jahren verwendeten unselektiven NOS-Inhibitoren zeigten jedoch fatale
Ergebnisse im Tiermodell (ROBERTSON et al., 1994) sowie am Menschen (PETROS et
al., 1994). Auch eine aktuelle klinische Studie mit dem unselektiven NOS-Inhibitor N-
methyl-L-arginin-hydrochlorid zur Behandlung des septischen Schocks musste wegen
gesteigerter Mortalitét in der Behandlungsgruppe abgebrochen werden (WATSON et al.,
2004).

Mit der Entwicklung neuer, hochselektiver iNOS-Inhibitoren wurden diese jedoch erneut
als mogliches therapeutisches Werkzeug interessant. So zeigt eine Arbeit von WU et al.
fiir die Verwendung selektiver iNOS-Inhibitoren ein verlingertes Uberleben bei LPS-
behandelten Ratten und Miusen (WU et al., 1995). Die Funktion der iNOS kann jedoch
als noch nicht vollstidndig aufgeklirt betrachtet werden. Versuche an genmanipulierten,
iNOS-defizienten Méusen zeigen kein einheitliches Bild. Die periphere Hypotension und
Lungenschiddigung nach Endotoxin-Injektion zeigt sich bei diesen Miusen aufgehoben
(MacMICKING et al., 1995); verschiedene Krankheitsbilder wie z. B eine
Riesenzellarteriitis verlaufen in deutlich schwécherer Ausprigung (GILKESON et al.,
1997). Andererseits zeigen diese Mdiuse eine pathologisch verstiarkte Aktivierung,
Sequestrierung und Akkumulation von Neutrophilen in einem septischen Geschehen
(McCAFFERTY et al., 1997). Die aseptische Wundheilung verlduft bei iNOS-Defekt
deutlich verzogert (YAMASAKI et al., 1998).

Die iNOS scheint daher nicht nur Effektor einer NO-Freisetzung zu sein, sondern im

Rahmen eines septischen Geschehens auch als Regulator wirksam zu sein (NATHAN et
al., 1997).

Als Alternative zum Einsatz von iNOS-Inhibitoren wére die Verstirkung der NO-

vermittelten Vasodilatation durch Hemmung des cGMP-abbauenden Enzyms vorstellbar.

Zur Aufrechterhaltung der cNOS vermittelten Vasodilatation zeigen aktuelle Arbeiten
einen therapeutischen Einsatz von Phosphordiesteraseinhibitoren bei der chronisch-

pulmonalen Hypertonie (GHOFRANI et al., 2002, MICHELAKIS et al., 2002).
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Inhibitoren des Enzyms Phosphordiesterase-5 (PDE-5) hemmen den Abbau von cGMP

und steigern damit eine durch NO ausgeloste Relaxation der glatten Muskelzelle. Zur
Behandlung der erektilen Dysfunktion (ED) sind bisher drei dieser Substanzen als

Arzneimittel zugelassen.

Durch die Verwendung des PDE-5-Inhibitors Sildenafil konnte in einer randomisierten
Studie an Patienten mit pulmonaler Hypertonie und Lungenfibrose eine pulmonale
Vasodilatation und ein verbesserter Gasaustausch erreicht werden (GHOFRANI et al.,

2002).

Bei den Mechanismen der gestorten GefidBregulation spielt NO eine entscheidende Rolle.
Sowohl der Einsatz von NO-Inhibitoren als auch von NO-Donatoren als therapeutisches
Agens kann bei verschiedenen klinischen Stadien und zu verschiedenen Zeiten eines
septischen Geschehens von therapeutischem Nutzen sein. Ziel der Behandlung muss sein,
die positiven, physiologischen Funktionen von NO zu erhalten und die negativen zu

verhindern.
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6. Zusammenfassung

Sepsis und schwere bakterielle Infektionen werden von der Freisetzung bakterieller Endo-
und Exotoxine begleitet. Endotoxin (LPS) fiihrt zur Expression einer induzierbaren NO-
Synthase. Zu den Effekten von Endotoxin auf die konstitutive NOS (cNOS) hingegen
liegen bisher erst wenige Untersuchungen vor. Das E. coli-Hamolysin (Hly) A, ein
Exotoxin, fithrt zu einer starken Stimulation der cNOS, sowie zur Thromboxan (Tx)-
Bildung und damit verbundenen Vasokonstriktion im Modell der isolierten

Kaninchenlunge.

Wir untersuchten den Einfluss einer sequentiellen Gabe von LPS und HlyA auf die
pulmonale NO-Freisetzung, und deren Auswirkung auf die Steuerung des pulmonalen
GefidBwiderstandes. Des Weiteren wurden der Einfluss von Dexamethason (DEX) sowie
des spezifischen iNOS-Inhibitors 2-(2-Aminoethyl)-2-thiopseudourea-dihydrobromid
(AETU) auf die durch LPS-verursachten Effekte erforscht.

Isolierte Kaninchenlungen wurden fiir 180 Minuten in Anwesenheit oder Abwesenheit
von

10 ng/ml LPS perfundiert, dann erfolgte eine Injektion von HlyA in die Pulmonalarterie.
Eine on-line-Messung des in das alveoldre und intravasale Kompartiment freigesetzten
NO erfolgte iiber Chemilumineszenzdetektion des abgeatmeten NO, bzw. durch Messung

von NO»- und NOs- im Perfusat.

Die Applikation von DEX- oder AETU erfolgte vor Gabe von LPS (Langzeit iNOS-
Hemmung) oder 20 Minuten vor dem HlyA-Stimulus (AETU, Kurzzeithemmung).

Eine Stimulation mit HlyA fiihrte in Lungen ohne LPS-Vorbehandlung zu einer
pulmonalen Vasokonstriktion. Parallel dazu kam es zu einem Anstieg der intravasalen
und exhalativen NO-Freisetzung.

Nach einer 180-miniitigen Perfusion mit LPS fiel die HlyA-stimulierte, cNOS-vermittelte
NO-Freisetzung deutlich geringer aus, wihrend die Tx-Bildung und die konsekutive

Vasokonstriktion deutlich verstiarkt wurden.
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Eine Langzeithemmung der iNOS mit AETU oder DEX fiihrt zu einer unbeeinflussten,
cNOS-vermittelten HlyA vermittelten NO-Freisetzung in mit LPS-behandelten Lungen.
Eine Kurzzeithemmung der iNOS nach LPS-Stimulation verhinderte nicht die Reduktion
der cNOS-vermittelten durch HlyA ausgelosten NO-Freisetzung.

Wir vermuten daher einen hemmenden Effekt der durch LPS induzierten iNOS auf die
cNOS-vermittelte Vasodilatation, der neben Anstieg der Tx-Bildung, zu einem
dramatisch gesteigerten pulmonalarteriellen Druck nach sequenzieller Gabe von Endo-
und Exotoxin fiihrte.

Eine Hemmung der iNOS durch einen spezifischen Inhibitor, oder die Suppression der
iNOS-Induktion durch Dexamethason, fiihrte zu einem Erhalt der cNOS-abhiéngigen NO-
Freisetzung unter LPS-Vorbehandlung.

Diesen Mechanismen konnte in der Pathogenese des septischen Lungenversagens eine

wichtige Rolle zukommen.
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Abstract

Severe bacterial infections and sepsis are accompanied by liberation of microbial endo-
and exotoxins. Endotoxin (LPS) provokes expression of an inducible NO-synthase,
whereas effects on isoforms of constitutive NOS (cNOS) are poorly characterized. The E.
coli- hemolysin (Hly) A, an exotoxin, is a potent stimulus for the cNOS which causes
thromboxane (Tx) generation and related vasoconstriction in perfused rabbit lungs.

We investigated the influence of sequential application of LPS and Hly A on pulmonary
liberation of NO and their impact on regulation of pulmonary vascular resistance. In
addition, the influence of dexamethasone (Dex) and of the specific iNOS-inhibitor 2-(2-
Aminoethyl)-2-thiopseudourea-dihydrobromide (AETU) on LPS-induced effects were
studied.

Isolated rabbit lungs were perfused for 180 min in absence or presence of 10 ng/ml LPS,
followed by injection of HlyA. Release of NO into both alveolar and in intravascular
compartment was on line-monitored by chemiluminescence detection of expired NO and
by measurement of NO degradation products in the perfusate. Dex or AETU were
applicated prior to LPS administration (long-term iNOS inhibition) or 20 min prior to
HlyA challenge (short-term inhibition).

HlyA-challenge of lungs without LPS-pretreatment induced an increased intravascular
and exhalative NO-release in parallel to pulmonary vasoconstriction. After 180 min of
perfusion with LPS, the HlyA-stimulated, cNOS-mediated liberation of NO was
markedly reduced, whereas formation of Tx and consecutive pulmonary vasoconstriction
were amplified.

Long-term iNOS inhibition with AETU or suppression of iNOS expression with Dex
resulted in a unimpaired cNOS mediated NO-liberation in LPS-treated lungs whereas
short-term iNOS-inhibition did not show this effect.

These data demonstrate that in addition to an increased Tx-formation, suppression of
cNOS-mediated pulmonary vasodilation by LPS contributes to the dramatically amplified
pulmonary arterial pressure response after sequential application of endotoxin and
exotoxin.

Inhibition of iNOS with an specific inhibitor or suppression of iNOS induction results in
an restored cNOS activity after LPS pretreatment. This mechanisms may be significant

for the pathogenesis of septic lung failure.
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7. Abkiirzungen und Symbole

Ach Acetylcholin

ADP Adenosindiphosphat

AETU 2-(2-Aminoethyl)-2-Thiopseudourea-Dibromid
ARDS adult respiratory distress syndrome

BALT bronchusassociated lymphoid tissue

BM 13.505 Daltroban (4-(2-(4-Chlorbenzolsulfonylamino)-ethyl)-Phenylacetylsédure)

COX Cyclooxygenase

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat
DEX Dexamethason

E.coli. Escherichia coli

ED erektile Dysfunktion

EDRF endothelium-derivedn relaxing factor
FAD Flavin-Adenin-Dinucleotid

FMN Flavinmononucleotid

HlyA E. coli Hamolysin A

HPV hypoxische pulmonale Vasokonstriktion
IL Interleukin

IFN Interferon

LBP Lipopolysaccharid-bindendes-Protein
LPS Lipopolysaccharid

LT Leukotrien

NO Stickstoffmonoxid

NO,. Nitrit

NO;. Nitrat

NOyx zusammenfassend fiir oxidative Endprodukte des NO
MAP Mitogen-aktivierte Proteinkinasen

M mol/l z.B. mM, uM

cNOS konstitutive NO-Synthase
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iNOS induzierte NO-Synthase

PG Prostaglandin

PAF Plittchen aktivierender Faktor
PaO, Sauerstoffpartialdruck

PaCO, Kohlendioxidpartialdruck

PAP pulmonalarterieller Druck (engl. Pressure)
PCWP pulmonal capillary wegde pessure
PDE Phosphordiesterase

PEEP positiver endexpiratorischer Druck
PMN polymorphkernige Neutrophile
THB Tetrahydrobiopterin

TNF-oo Tumornekrosefaktor

TxA2 Thromboxan
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